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1. Einleitung 
1.1 Krebs 
Als Krebserkrankungen werden alle bösartigen Neubildungen inklusive primärer 
systemischer Lymphome und Leukämien verstanden. Nicht berücksichtigt werden, wie 
international üblich, die nicht melanotischen Hautkrebsentitäten. Im Jahre 2008 starben 
laut World Health Organization (WHO) weltweit 7,6 Millionen Menschen an 
Krebserkrankungen, das entspricht 13 % aller Todesfälle (Ferlay et al., 2008). 
In Deutschland stellen Krebserkrankungen nach den Krankheiten des Kreislaufsystems 
mit 28,7% bei den Frauen und 29,3% bei den Männern die zweithäufigste Todesursache 
dar (Gaber et al., 2011). Im Jahr 2006 erkrankten 229.200 Männern und 197.600 Frauen 
in Deutschland neu an Krebs. Dabei ist bei den Männern das Prostatakarzinom die 
häufigste Krebserkrankung gefolgt vom Darm- und Lungenkrebs, bei den Frauen ist der 
Brustkrebs die häufigste Krebserkrankung gefolgt von Darm- und Lungenkrebs. 
Eierstockkrebs ist mit einem Anteil von 4,9 % die fünfthäufigste Krebsneuerkrankung 
der Frau (Husman et al., 2010). 
 
1.2 Kanzerogenese 
Maligne Tumoren zeichnen sich durch unregulierte Proliferation, invasives Wachstum, 
Überschreiten von Organgrenzen und lymphogene oder hämatogene Metastasierung 
aus. Zu einer malignen Entartung einer Zelle kommt es durch Fehlsteuerung von 
Proliferation und programmiertem Zelltod (Bishop, 1987). 
Bei vielen Tumorentitäten sind mittlerweile Gene bekannt, in denen überproportional 
häufig Mutationen auftreten und die mit der Tumorentstehung in Zusammenhang 
gebracht werden. Hierbei liegt eine Schädigung der zellulären DNA vor, die zu einer 
übermäßigen Transkription von Onkogenen oder zu einer zu geringen Transkription von 
Tumorsuppressorgenen führt (Vogelstein & Kinzler, 2004, Roessner et al., 2008).  
Die Veränderung der DNA kann Ausdruck einer familiären Disposition sein, z.B. durch 
vererbte Mutationen in DNA-Reparaturenzymen wie bei der Xeroderma pigmentosa 
oder durch vererbte Mutationen in Onkogenen wie z.B. beim hereditären 
Retinoblastom. Außerdem kann eine Schädigung der DNA durch chemische, 
physikalische oder biologische Noxen hervorgerufen werden (Büttner & Thomas, 
2003).  
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Oft liegt ein multifaktorielles Geschehen vor, so dass nicht eine einzelne, für die 
Schädigung ursächliche Noxe benannt werden kann. Als Ausdruck dieser Schädigung 
kann es zu einer autonomen, überschüssigen, klonalen Proliferation körpereigener 
Zellen kommen, die nicht durch körpereigene Signale reguliert wird (Weinberg, 1989). 
Die so entstehende Neoplasie wird per Definition als maligner Tumor bezeichnet, wenn 
sie die Fähigkeit zu invasivem Wachstum erlangt. Im Laufe der Tumorgenese kommt es 
zu einer Entdifferenzierung der Zellen, bis hin zu einem vollständigen Verlust der 
normalen Gewebestruktur und der normalen Morphologie (Hanahan & Weinberg, 2000; 
Roessner et al., 2008). 
 
1.2.1 Onkogene 
Die sporadische Karzinogenese stellt einen mehrschrittigen Prozess dar, bei dem auf 
molekularer Ebene die Aktivierung von Onkogenen und/oder die Inaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen erfolgen. 
Genetische Veränderungen, wie Punktmutationen, chromosomale Translokationen oder 
Gen-Amplifikationen in Protoonkogenen führen zu einer Umwandlung dieser in echte 
Onkogene. Protoonkogene haben häufig Funktionen in der Regulation der Proliferation 
und gehören zum Beispiel zu den Wachstumsfaktoren, Tyrosinkinasen, 
Zellkernproteinen oder G-Proteinen. Die durch Mutation entstehenden Onkogene führen 
zu Tumorentstehung und fördern die Tumorprogression (Vogelstein & Kinzler, 2004; 
Böcker et al., 2008). 
 
1.2.2 Tumorsuppressorgene 
Tumorsuppressorgene wirken über die von ihnen kodierten Proteine als negative 
Regulatoren der Zellproliferation. Sie können verschiedene Funktionen in der Zelle 
haben, wie zum Beispiel in der Kontrolle der Transkription, Signaltransduktion, 
Zelladhäsion, Apoptose oder des Zellzyklus.  
Nach der Two-Hit-Hypothese nach Knudson muss es zu einer Mutation in beiden 
Allelen eines Tumorsuppressorgens kommen (Knudson, 1971). Das führt zum 
vollständigen Funktionsverlust des Proteins, so dass eine Proliferationskontrolle in der 
betroffenen Zelle nicht mehr möglich ist (Vogelstein & Kinzler, 2004; Roessner et al., 
2008). 
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1.2.3 Epigenetik und DNA-Methylierung  
Unter Epigenetik versteht man eine vererbbare Modifikation des Genoms, die ohne eine 
Veränderung der DNA-Sequenz einhergeht und zu einer differenziellen Expression von 
Genen führt (Holliday, 1987). Eine der Schlüssel-Modifikationen der Epigenetik ist die 
DNA-Methylierung. Über eine Methylierung der DNA werden Prozesse wie die 
Embryonalentwicklung (Ehrlich, 2003), das genomische Imprinting (Feil & Khosla, 
1999), das Chromatin-Remodeling, die chromosomale Stabilität, die X-Chromosomen-
Inaktivierung (Chow & Brown, 2003) und die Immunabwehr (Goldberg et al., 2000) 
reguliert. 
Weitere epigenetische Modifikationen sind die Acetylierung, die Phosphorylierung und 
die Ubiquitinierung von Histonen. Die Methylierung des C5-Atoms an Cytosinen der 
CpG-Dinukleotidfolge gilt jedoch als eine der wichtigsten epigenetischen DNA-
Modifikationen des Säugergenoms (Delaval & Feil, 2004).  
Die Dinukleotidfolge CpG wäre rechnerisch mit einer Häufigkeit von ungefähr 4% im 
menschlichen Genom zu erwarten. Tatsächlich findet man sie aber nur mit einer 
Häufigkeit von 0,8 %. Dies liegt an der in vivo häufig und spontan auftretenden 
hydrolytischen Desaminierung von 5-Methyl-Cytosin. Einem Fehler, der von den DNA-
Reparaturenzymen nicht erkannt wird und letztendlich zu einer dauerhaften Transition 
von Cytosin in Thymin in den DNA-Tochtersträngen führt (Knippers, 2001). 
Die Methylierung der C5-Atome des Cytosin erfolgt enzymatisch durch DNA-
Methyltransferasen (DNMT). Der Donator der Methylgruppe ist hierbei S-Adenosyl-
Methionin (SAM). 60-90% der methylierten CG-Nukleotiden sind in den CpG-Inseln 
des Genoms lokalisiert, die sich häufig in der Promotorregion und dem ersten Exon von 
Genen befinden (Kundu & Rao, 1999). 
Bislang werden drei unterschiedliche Gruppen von DNA-Methyltransferasen 
unterschieden. Die am häufigsten vorkommende erste Gruppe der 
Erhaltungsmethyltransferasen (DNMT1) ist vor allem für eine Aufrechterhaltung des 
DNA-Methylierungsmuster verantwortlich. Die zweite Gruppe, DNMT2, spielt eine 
Rolle in der Erkennung und Reparatur von DNA-Schäden (Okano et al., 1998; Pradhan 
& Esteve, 2003), während die dritte Gruppe, DNMT3a und DNMT3b, vermutlich de 
novo Methyltransferasen darstellen (Okano, 1999).  
 
1.2.3.1 DNA-Methylierung von Promoterregionen 
Unter CpG-Inseln versteht man nach der Definition von Takai und Jones DNA-
Abschnitte, sogenannte Cluster, von mindestens 500 bp Länge, die einen erhöhten 
Einleitung 
4 
 
CG-Gehalt von über 55% aufweisen und einem Verhältnis von beobachtetem CpG-
Anteil zu erwartetem CpG-Anteil von mehr als 0,65 (Takai & Jones, 2002).  
Insgesamt wird davon ausgegangen, dass 45.000 CpG-Inseln im humanen Genom zu 
finden sind. Diese sind zumeist in Promotorregionen lokalisiert (Antequera & Bird, 
1993). Über 50% der CpG-Inseln liegen in Promotorregionen von Haushaltsgenen 
(House-Keeping genes), das heißt in Genen, die unabhängig von Zelltyp, Zellstadium 
und äußeren Einflüssen exprimiert werden. Die anderen 50% werden in Promotoren von 
gewebsspezifischen Genen erwartet. Eine Methylierung in der Promoterregion eines 
Genes kann zu einer Transkriptionshemmung über eine verminderte Bindungsfähigkeit 
für methylierungsabhängige Transkriptionsfaktoren führen. Hierbei kann die Stärke der 
Promotor-Methylierung zu einer graduellen Hemmung führen (Ballestar & Esteller, 
2002). 
In den Promotoren von Haushaltsgenen liegen die Promotorregionen in nicht 
transformierten Zellen in der Regel unmethyliert vor. Die Promotoren von 
entwicklungs- oder gewebsspezifischen Genen sind in somatischen Zellen hingegen 
abhängig vom jeweiligen Gewebe häufig methyliert (Kundu & Rao, 1999). 
 
1.2.3.2 DNA-Methylierung und Krebs 
In Tumorzellen wird im Vergleich zu normalen Zellen oft ein differentielles 
DNA-Methylierungsmuster gefunden. Die Hyper- und Hypomethylierung der 
Promotorregionen bestimmter Gene kann es zu einer aberranten Transkription führen 
und so Einfluss auf den Zellzyklus haben und damit die Kanzerogenese forcieren. 
Insgesamt findet man in Krebsgeweben 20-60% weniger methylierte Cytosine im 
Genom als in normalen gewebstypischen Zellen. Dadurch kann es zu einer Instabilität 
der Chromosomen kommen sowie einer Reaktivierung von vorher durch Imprinting 
ausgeschalteten Genen und einer Reaktivierung von Transposons (springenden Genen) 
(Esteller & Herman, 2002). 
Weiterhin liegen die Promotorregionen von Tumorsuppressorgenen in Krebszellen oft 
hypermethyliert vor. So findet sich in zahlreichen Tumor-Entitäten eine 
CpG-Hypermethylierung des Tumorsuppressorgen p53, die zu einer C/T Transition 
führt und damit zu einer Punktmutation in der proteinkodierenden Sequenz des Genes. 
Das so mutierte p53-Protein ist nicht funktionell und kann so seine Funktion in der 
Regulation des Zellzyklus nicht mehr erfüllen. (Rideout et al., 1990). 
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1.3 Allgemeine Charakteristika von gynäkologischen Tumoren 
 
1.3.1 Pathologie des Mammakarzinoms 
1.3.1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms 
In Deutschland erkranken jährlich über 57.000 Frauen an Brustkrebs. Damit sind 
maligne Tumoren der Brust, mit 29,3% Anteil, die häufigste Krebsneuerkrankung der 
Frau. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren. Von 1980 bis 2000 ist die 
Inzidenz stetig angestiegen und ist seitdem annähernd konstant während die Mortalität 
seit Mitte der 90er Jahre sinkt. Die relativen 5-Jahres-Überlebensraten für 
Brustkrebspatientinnen werden für Deutschland zurzeit mit 83% bis 87% angegeben. 
(Husmann et al., 2010). 
1.3.1.2 Risikofaktoren des Mammakarzinoms  
Im Laufe der letzten Jahre wurden verschiedene Risikofaktoren für das sporadische 
Mammakarzinom ermittelt. Dazu gehören ein frühes Einsetzen der Menarche und ein 
später Beginn der Menopause sowie Kinderlosigkeit oder ein Alter der Mutter über 35 
Jahre bei der ersten Geburt. (Husmann et al., 2010). 
In vielen Studien wurde weiterhin eine Risikosteigerung durch Adipositas, 
Bewegungsmangel und durch regelmäßigen Alkoholkonsum oder Nikotinkonsum 
beobachtet, während regelmäßige körperliche Aktivität und Sport einen günstigen 
Einfluss haben (Husmann et al., 2010). Weiterhin haben Frauen, deren Mutter oder 
Schwester an Brustkrebs erkrankt ist ein deutlich höheres Risiko selbst zu erkranken 
(Roessner et al., 2008). Für das hereditäre Mammakarzinom, das etwa 5% aller 
Brustkrebserkrankungen ausmacht, wurden bisher zwei Tumorsuppressorgene 
gefunden, deren Mutation zu einem stark erhöhten Erkrankungsrisiko führt. Dies sind 
das BRCA1-Gen (Breast Cancer 1-Gen), das auf Chromosom 17q lokalisiert ist (Miki et 
al., 1994), und das BRCA2-Gen (Breast Cancer 2-Gen), das auf Chromosom 13p liegt 
(Wooster et al., 1994). Beide Gene kodieren Proteine, die bei der DNA-Reparatur 
mitwirken. Mutationen in diesen Genen sind außerdem auch häufig mit 
Ovarialkarzinomen assoziiert. (Böcker et al., 2008) 
1.3.1.3 Histopathologie des Mammakarzinoms 
In 50 % der Fälle findet man das Mammakarzinom im äußeren, oberen Quadranten, in 
je 10 % in den restlichen Quadranten und in ungefähr 20 % im Bereich der Mamille 
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(Böcker et al., 2008). Bei den malignen Tumoren der Brustdrüse unterscheidet man 
zwischen verschiedenen Karzinomformen:  
Das duktale Karzinom macht 70% aller Mammakarzinome aus (Böcker et al., 2008). Es 
geht von den Milchgängen aus. Man unterscheidet das intraduktale Karzinom, auch 
duktales Carcinoma in situ (DCIS) genannt, das innerhalb der Lichtung der Milchgänge 
wächst, die Basalmembran nicht durchbricht und als Vorläuferläsion gilt, vom 
invasivem duktalem Karzinom (IDC), das als Adenokarzinom nicht weiter differenziert 
werden kann (Roessner et al., 2008). Seltener finden sich Sonderformen wie das 
medulläre Karzinom, das Gallertkarzinom, das tubuläre Karzinom, das papilläre 
Karzinom und der Morbus Paget der Mamille, die teils mit einer anderen Prognose 
einhergehen. 
Beim lobulären Karzinom unterscheidet man die lobuläre intraepitheliale Neoplasie 
(LIN) vom invasiven lobulärem Karzinom (ILC). Die lobuläre intraepitheliale Neoplasie 
zeichnet sich durch eine monomorphe Tumorzellproliferation innerhalb der Läppchen 
aus, bei intakter Basalmembran. Es lässt sich häufig multifokal und bilateral 
nachweisen. Das invasive lobuläre Karzinom macht ungefähr 15% aller 
Mammakarzinome aus. Typisch ist hierbei, dass die Zellen vereinzelt liegen. Dabei 
bilden sich das so genannte Gänsemarschmuster oder Schießscheibenmuster als 
typische Wachstumsmuster aus (Böcker et al., 2008). 
Die invasiven Karzinome werden nach Elston und Ellis anhand von Kernmorphologie, 
Prozentsatz der Tubulusbildung und Mitoserate in gut differenziert, mäßiggradig 
differenziert und schlecht differenziert (G1-G3) eingeteilt (IARC WHO, Classification 
of Tumours, 2003). 
Das Mammakarzinom metastasiert frühzeitig lympho- und auch hämatogen. Bei der 
lymphogenen Metastasierung sind vor allem die axillären Lymphknoten betroffen, 
hämatogene Metastasen finden sich besonders im Skelett, in der Lunge, in der Leber 
und im Gehirn. 
Eine weitere Einstufung des invasiven Mammakarzinoms wird nach dem TNM-System 
vorgenommen. Die TNM-Klassifikation ist heutzutage ein wichtiger prognostischer 
Parameter. Hierbei werden die Tumore nach Tumorgröße, Nodalstatus und peripheren 
Metastasen in die Klassifikation eingestuft (Wittekind & Meyer, 2010). Als weitere 
Parameter werden das Grading, die Lymphgefäßinvasion, die Blutgefäßinvasion und der 
Resektionsstatus in die erweiterte Klassifikation aufgenommen. 
Als weiterer bestätigter Prognosefaktor hat sich der Rezeptorstatus bewährt. Dieser wird 
nach Remmele und Stegner klassifiziert (IRS; Immunreaktiver Score) (Remmele & 
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Stegner, 1987). Östrogen- oder Progesteron-positive Karzinome, zusammengefasst als 
Hormonrezeptor-positive Karzinome bezeichnet, zeigen einen besseren Verlauf (Bardou 
et al., 2003).  
1.3.1.4 Genetische Faktoren des Mammakarzinoms 
In den letzten Jahren wurden durch zytogenetische und molekularbiologische Analysen 
erkannt, dass beim Mammakarzinom häufig Gewinne und Verluste verschiedener 
Genloci vorliegen. Dabei kommt es zum Verlust von Tumorsuppressorgenen oder der 
Amplifikation von Onkogenen. Wichtig sind hier vor allem Zugewinne im 
Chromosomenbereich 1q, Verluste von genetischem Material im Chromosomenbereich 
16 q und 17 q sowie Amplifikationen im Bereich 11q und 17 q (Böcker et al., 2008). 
Im Folgenden werden einige, der bei der Entstehung des Mammakarzinoms wichtigen 
Gene, dargestellt: 
Das Gen für den auf Chromosom 17q12 gelegenen Wachstumsfaktor ERB-B2 
(HER2/neu) wird durch Amplifikation zum Onkogene und spielt heutzutage eine 
wichtige Rolle bei der Prognose und der Therapie des Mammakarzinoms. Eine 
Amplifikation des Genes kann zu einer Überexpression des Proteins Human Epidermal 
Growth Factor Receptor 2, einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase, führen. Gegen das vermehrt 
entstehende Protein kann Trastuzumab (Herceptin®) als effektiver Antikörper einer 
zielgerichteten Therapie erfolgreich eingesetzt werden. (Shawver et al., 2002). Das 
c-myc-Gen auf Chromosom 8q24 zeigt eine vermehrte Expression in circa 20% aller 
Mammakarzinome und ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (Varley, 1987). In 
fast allen lobulären Karzinomen lässt sich eine Inaktivierung des CDH-1-Genes 
nachweisen die zu einem Verlust des Adhäsionsmoleküls E-Cadherin führt. Dies erklärt 
das oben beschriebene, typische Wachstumsmuster. Weiterhin werden Mutationen im 
Cyclin D1-Gen auf Chromosom 11, im p53-Gen, sowie EGFR-Gen beschrieben 
(Böcker et al., 2008). 
Außerdem werden laut Literatur im Mammakarzinom und in Brustkrebszelllinien 
insgesamt über 100 Gene beschrieben, deren Expression durch Promotermethylierung 
reguliert wird (Jovanovic et al., 2010). So ist die Promoterregion des schon oben 
beschriebenen BRCA1-Gens auch in sporadischen Mammakarzinomen oft aberrant 
methyliert (Esteller et al., 2000). Lui et al. beschrieben, dass eine Hypermethylierung 
von TIMP3 im Mammakarzinom mit einer schlechteren Differenzierung, 
Lymphgefäßinvasion und Lymphknotenmetastasen assoziiert ist (Lui et al., 2005). Im 
Jahr 2006 beschrieb unsere Arbeitsgruppe, dass die Methylierungsstärke des 
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WNT-Pathway Antagonisten SFRP1 signifikant mit einer schlechteren Prognose 
korreliert (Veeck et al., 2006). 
Beim hereditären Mammakarzinom treten, wie oben beschrieben, Mutationen im 
BRCA1- und BRCA2-Gen auf, die zu einem deutlich gesteigerten Risiko für die 
Entstehung des Mammakarzinoms führen. (van der Groep et al., 2011) 
1.3.1.5 Molekulargentische Einteilung des Mammakarzinoms 
Im Jahr 2000 beschrieben Perou et al. eine weitere Einteilung des Mammakarzinoms 
anhand von Genexpressionsprofilen der Tumore. Danach lassen sich Mammakarzinome 
in vier molekulare Subgruppen einteilen: den luminalen Typ, den basal-like Typ, einen 
ERB-B2-positiven Typ und den normal breast like Typ (Perou et al., 2000). In einer 
zweiten Publikation zeigten Sorlie und Perou im Jahr 2001, dass es signifikante 
Unterschiede zwischen den einzelnen Subtypen bezüglich des rezidivfreien Überlebens 
und des Gesamtüberlebens gibt. Die Subtypen Her2/neu+ und basal-like zeigten die 
schlechteste Prognose. Zusätzlich wurde die ursprünglich identifizierte 
luminal/Östrogenrezeptor-positive-Gruppe im Rahmen der zweiten Analyse in drei 
separate Untergruppen unterteilt, welche signifikante Unterschiede im 
Genexpressionsmuster und im klinischen Verlauf aufweisen: luminal-A mit guter 
Prognose, luminal-B und luminal-C mit schlechterer Prognose (Sorlie et al., 2001). 
Bislang hat diese Einteilung jedoch noch keine klinische Relevanz. 
 
 
1.3.2 Pathologie des Ovarialkarzinoms 
1.3.2.1 Epidemiologie des Ovarialkarzinoms 
In Deutschland erkranken nach aktuellen Ergebnissen der Robert-Koch-Institut-
Schätzung jährlich circa 9.600 Frauen an einem Ovarialkarzinom. Eierstockkrebs ist 
damit mit 4,9% Anteil an allen bösartigen Neuerkrankungen die fünft häufigste 
bösartige Neoplasie der Frau (Husmann et al., 2010). 
Aufgrund einer schlechten Prognose ist die Sterblichkeitsrate höher als bei anderen 
Krebserkrankungen der weiblichen Geschlechtsorgane. Dies liegt vor allem daran, dass 
aufgrund des Mangels an frühen Symptomen die Diagnose oft erst in fortgeschrittenen 
Stadien gestellt wird, wo es in vielen Fällen bereits zu einer Metastasierung gekommen 
ist. So fehlt es bislang an spezifischen und sensitiven Screening-Methoden, um eine 
Erkrankung in frühen Stadien sicher zu erkennen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt 
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bei 68 Jahren, allerdings treten vor allem Keimzelltumoren auch schon häufig bei 
jüngeren Frauen unterhalb des 45. Lebensjahres auf (Husmann et al., 2010). 
1.3.2.2 Risikofaktoren des Ovarialkarzinoms 
Das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken scheint mit langjährigen 
hormonellen Einflüssen in Zusammenhang zu stehen. Das Risiko steigt bei einem 
frühen Einsetzten der Regelblutung und einem späten Beginn der Menopause. Auch 
Kinderlosigkeit und fehlendes Stillen sind Risikofaktoren, während eine langjährige 
Einnahme von hormonellen Ovulationshemmern protektiv wirkt. Das Risiko steigt bei 
familiärer Belastung mit Eierstockkrebs, und bei eigenen Krebserkrankungen in der 
Vorgeschichte, vor allem bei Brustkrebs, Endometriumkarzinom und Darmkrebs 
(Husmann et al., 2010). Ungefähr 5% aller Ovarialkarzinome sind hereditär, wobei vor 
allem BRCA1-Mutationen eine wichtige Rolle spielen (Böcker et al., 2008). 
1.3.2.3 Histopathologie des Ovarialkarzinoms 
Da sich das Ovar aus verschiedenen Gewebetypen, nämlich Oberflächenepithel, 
Keimzellen und Stroma, einschließlich der Keimstrangabkömmlinge, zusammensetzt, 
unterscheidet man nach der WHO-Klassifikation auch folgende drei Hauptgruppen von 
Tumoren: epitheliale Tumoren, Keimstrang-Stroma-Tumoren und Keimzelltumoren 
(Böcker et al., 2008). 
Die epithelialen Tumore stellen mit 60 % den größten Anteil an den Ovarialkarzinomen 
dar. Es werden verschiedene histologische Typen weiter unterschieden. Am häufigsten 
ist der seröse Subtyp, gefolgt vom muzinösen Subtyp, wesentlich seltener sind der 
endometroide, der klarzellige, der urotheliale, und der undifferenzierte Subtyp. Auch 
Mischformen kommen vor. Sehr selten ist der maligne Müller-Mischtumor (Böcker et 
al., 2008 Roessner et al., 2008).  
Das seröse Adenokarzinom ist die häufigste Ovarialkarzinom-Entität, in 65% der Fälle 
tritt es bilateral auf. Man unterscheidet zwischen niedrig differenzierten Karzinomen 
mit deutlichen Zellatypien und vielen Mitosen, im Vergleich zu hoch differenzierten 
Karzinomen.  
Das muzinöse Zystadenokarzinom ist histologisch durch das invasive Wachstum 
atypischer muzinöser Drüsenformationen charakterisiert. Es ist selten bilateral und 
metastasiert erst sehr spät.  
Keimstrang-Stroma-Tumore machen 10% aller Ovarialtumore aus. Sie stammen von 
den Granulosa-, Theka-, Sertoli- und Leydig-Zellen ab. In etwa zwei Drittel aller Fälle 
produzieren sie Steroidhormone, vor allem Östrogen aber auch Progesteron, 
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Hydroxyprogesteron, Androstendion und Testosteron und führen so zu hormonellen 
Störungen, wie Schmierblutungen bei Endometriumhyperplasie, sekundärer Amenorrhö 
oder Androgenisierung.  
Ein Fünftel aller Ovarialkarzinome sind den Keimzelltumoren zuzuordnen. Sie kommen 
vor allem im Kindesalter und jungem Erwachsenalter vor, finden sich aber auch in allen 
anderen Altersklassen. Man unterscheidet Dysgerminome, Dottersacktumore, 
embryonale Karzinome, Chorionkarzinome und unreife Teratome. Die restlichen 10 % 
aller malignen Tumoren am Ovar sind Metastasen von anderen malignen Tumoren aus 
dem Genitaltrakt oder dem Gastrointestinaltrakt (Böcker et al., 2008 Roessner et al., 
2008). 
1.3.2.4 Genetische Faktoren des Ovarialkarzinoms 
Vor allem bei den epithelialen Tumoren sind bestimmte genetische Veränderungen 
beschrieben, die gehäuft angetroffen werden. So werden bei den serösen 
Ovarialkarzinomen die hoch differenzierten Karzinomen, bei denen man von einer 
Entstehung aus dem Zystadenom über die Zwischenstufe der Borderline-Tumoren 
ausgeht von den niedrig differenzierten Karzinomen die de novo ohne definierte 
Vorstufe entstehen (high grade pathway) unterschieden. Bei diesen beiden 
unterschiedlichen Entstehungswegen treten unterschiedliche genetische Veränderung 
auf: Bei den häufiger vorkommenden, niedrig differenzierten, serösen Karzinomen 
findet man häufig p53-Mutationen und chromosomale Instabilitäten, während bei den 
hoch differenzierten Karzinomen häufig KRAS- und BRAF-Mutationen zu finden sind 
(Staebler et al., 2007). 
Bei den muzinösen Karzinomen geht man von einer Adenom-Karzinom-Sequenz aus, 
über eine Borderline-Tumor-Vorstufe. Hier lassen sich häufig KRAS-Mutationen 
nachweisen (Staebler et al., 2007). Weiterhin treten bei Patientinnen mit 
Keimbahnmutationen im BRCA1-Gen häufig niedrig differenzierte, seröse Karzinome 
auf. 
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1.4 Der WNT-Signalweg 
Bisher wurden drei verschiedene Signalwege beschrieben, die durch Aktivierung eines 
Frizzled-Rezeptor (FZD) durch einen WNT-Liganden ausgelöst werden, der kanonische 
WNT/β-Catenin Signalweg, der WNT-JNK-Signalweg (Boutros et al., 1998) und der 
WNT/Ca2+-Signalweg (Kuhl et al., 2000).  
Die beiden nicht kanonischen Signalwege, die β-Catenin nicht involvieren, sind bisher 
noch nicht vollständig verstanden und ihre Relevanz für die Entstehung von Brustkrebs 
ist bisher wenig untersucht (Howe & Brown, 2004). Daher wird im Folgenden vor allem 
auf den kanonischen Signalweg weiter eingegangen. 
Der kanonische WNT-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Embryogenese und 
Organogenese. Als stark konservierter Signalweg lässt er sich von der Fruchtfliege, 
Drosophila melanogaster, bis hin zum Säugetier nachweisen. 
Als Liganden des Signalweges dienen unterschiedliche WNT-Moleküle, die beim 
Menschen von mindestens 19 verschiedenen Genen kodiert werden (Nusse, The WNT 
Homepage, http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt). Bereits 1987 wurde 
gezeigt, dass das bei Drosophila nachgewiesene Wingless-Gen ortholog zu dem in der 
Maus beschriebenen INT1-Gen ist, das als Integrationsstelle für das Maus-Mamma-
Tumor-Virus nachgewiesen wurde (Rijsewijk et al., 1987). Aus Wingless und INT ergab 
sich dann zusammengesetzt der Name WNT für die Vertreter dieser Gen-Familie in 
Vertebraten. 
Als primäre Rezeptoren dienen die Frizzled-Rezeptoren, von denen bisher zehn 
verschiedene beschrieben wurden. Sie sind 7-Transmembran-Rezeptoren mit einem 
Cystein-reichen extrazellulären Terminus, an den die WNT-Liganden binden können. In 
Verbindung mit den LRP5 und LRP6 Co-Rezeptoren kommt es zu einer Weiterleitung 
des WNT-Signals in die Zelle (Tamai et al., 2000).  
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Abbildung 1-1:  Schematische Darstellung des WNT-Signalweges (Angers & Moon, 2009) 
 
In Abwesenheit eines WNT-Signals wird freies β-Catenin in der Zelle phosphoryliert. 
Dies geschieht durch den β-Catenin-Abbaukomplex, der aus zwei Kinasen, der 
Glykogensynthasekinase-3 (GSK3) und der Caseinkinase-Iα (CKIα), und den beiden 
Tumorsuppressorproteinen APC und Axin1 besteht (Polakis, 2000). Nach der 
Phosphorylisierung wird β-Catenin mit Ubiquitin markiert und in Proteasomen 
abgebaut.  
Durch Bindung von WNT-Molekülen an Frizzled-Rezeptoren unterstützt durch die Co-
Faktoren LRP5 und LRP6 wird der kanonische WNT-Signalweg aktiviert. Dabei 
kommt es zunächst zu einer Aktivierung von dishevelled. Diese Aktivierung führt zu 
einer Inaktivierung der β-Catenin-Abbaukomplex-Funktionalität. β-Catenin wird nicht 
phosphoryliert und akkumuliert im Zytoplasma. Dies führt zu einer Translokation von 
β-Catenin in den Zellkern, wo es mit TCF/LEF-Proteinen interagiert und so zur 
Transkription von Zielgenen des WNT-Signalweges führt (Angers & Moon, 2009). 
Zu den Zielgenen zählen Gene wie c-myc, Cyclin D1 oder BMP4, die im Rahmen der 
Proliferation von Zellen und der Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle spielen. 
Bei der Steuerung des WNT-Signalweges spielen weitere Moleküle eine Rolle, so zum 
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Beispiel die Mitglieder der Dickkopf-Familie (DKKs), die als extrazelluläre Inhibitoren 
funktionieren, oder auch die Secreted Frizzled Related Proteins (SFRPs), die 
extrazellulär WNT-Moleküle binden und so eine Aktivierung des Signalweges 
verhindern (Polakis, 2000). 
Für einige Moleküle des WNT-Signalweges ist eine Beteiligung an der Tumorgenese 
beschrieben. So führt zum Beispiel eine Mutation im APC-Gen (Adenomatous 
Polyposis Coli-Gen) zur familiären adenomatösen Polyposis coli, die eine obligate 
Präkanzerose für Darmkrebs darstellt. Bei der Maus wurde nachgewiesen, dass ein 
Überexpression von WNT1 Mammakarzinome auslösen kann (Tsukamoto et al., 1988). 
Im Jahr 2000 zeigten Lin et al., dass der Nachweis von β-Catenin im Zytoplasma oder 
im Zellkern in malignen Brusttumoren mit einer Überexpression von Cyclin D1 
korreliert, das als Zielgen des WNT-Signalweges beschrieben ist. Dies korrelierte 
außerdem mit einer schlechteren Prognose für diese Patienten (Lin et al., 2000). 
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2. Zielsetzung der Arbeit 
Der WNT-Signalweg ist ein bedeutender Regulator in der Embryonalentwicklung und 
in der Kanzerogenese. Seit 1988 ist bekannt, dass eine Überexpression von WNT1 im 
Mausmodell Mammakarzinome auslösen kann (Tsukamoto et al., 1988). Lin et al. 
wiesen nach, dass in 60% der untersuchten Mammakarzinome beim Menschen 
ß-Catenin als zentrales Molekül des WNT-Signalweges stabilisiert ist und im Kern 
akkumuliert und dies zu einer Aktivierung von Cyclin D1, einem Zielgen des WNT-
Signalweges, führt (Lin et al., 2000). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 
unterschiedliche WNT-Liganden in der Brustdrüse der Maus während der 
Brustdrüsenentwicklung, der Schwangerschaft und der Laktation exprimiert werden 
(Gavin et al., 1990; Weber-Hall et al., 1994). Unsere Arbeitsgruppe „Molekulare 
Onkologie“ des Universitätsklinikum Aachen zeigte, dass eine aberrante Methylierung 
des WNT-Antagonisten SFRP1 beim Mammakarzinom zu einem Verlust der 
Expression führt und mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Veeck et al., 2006). 
Die molekularen Mechanismen, die zur Entartung des Brustdrüsengewebes führen sind 
bislang jedoch weitgehend nicht geklärt.  
Obwohl viele der bislang beim Menschen beschriebenen 19 WNT-Moleküle und zehn 
Frizzled-Rezeptoren schon lange bekannt sind, gibt es bislang in der Literatur keine 
ausführliche, systematische Analyse aller einzelnen Moleküle im Vergleich zwischen 
Brustnormalgeweben und Brustkarzinomen. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit 
zunächst eine Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR für sämtliche 
bekannte Frizzled-Rezeptoren und WNT-Liganden im normalem Brustdrüsengewebe 
durchgeführt werden. In weiteren Versuchen sollten dann die WNT- und Frizzled-Gene, 
die eine Expression auf mRNA-Ebene im normalem Brustgewebe zeigten, auf 
Kollektiven aus Brustnormalgeweben und Brusttumoren weiter untersucht werden, um 
eine eventuelle Beteiligung im Rahmen der Tumorgenese nachweisen zu können. Ziel 
war es die molekularen, WNT-assoziierten Entstehungsmechanismen beim 
Mammakarzinom besser zu verstehen. 
Auch im Eierstock konnte bei der Maus gezeigt werden, dass WNT-Moleküle, wie zum 
Beispiel WNT4, eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Ovarien spielen (Vainio et 
al., 1999). Beim Menschen beschrieb die Arbeitsgruppe um Jääskeläinen, dass WNT4 
in der fetalen Entwicklung der Ovarien und in verschiedenen Follikelstadien exprimiert 
ist (Jääskeläinen et al., 2010). Weiterhin wiesen erste unveröffentlichte Vorstudien 
unserer Arbeitsgruppe auf eine differentielle Expression von WNT2b und WNT7a im 
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Ovarialkarzinom hin. Ziel der Arbeit war es daher, für diese beiden WNT-Moleküle mit 
den etablierten Primern eine Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene an einem Kollektiv 
von normalen Ovargeweben und Ovarialkarzinomen durchzuführen. Falls eine 
Deregulation auf RNA-Ebene nachgewiesen werden sollte, sollten gegebenenfalls im 
Anschluss die molekularen Mechanismen, die einen Einfluss auf die Expression haben 
könnten, weiter untersucht werden. Ziel war es mittels der durchgeführten Experimente 
die molekularen, WNT-assoziierten Vorgänge bei der Kanzerogenese des Ovars besser 
verstehen zu können. 
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3. Material und Methoden 
3.1 Chemikalien 
Nicht in der folgenden Liste aufgeführte Chemikalien wurden von den Firmen Merck 
und  Sigma bezogen und sind zum Teil direkt im Methodenteil aufgeführt. 
 
Agarose GTQ Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Bromphenolblau Pharmacia Biotec, Schweden 
Desoxynukleotidtriphosphat (dNTPs) Promega, Mannheim 
DNA-Basenpaar-Leiter Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
3.2 Materialien & Geräte 
3.2.1 Lösungen für RNA Isolation 
Extraktions-Puffer 0,5 M EDTA pH 8,0 
0,5 M Tris pH 8,0 
10 % SDS 
 
3.2.2 Lösungen für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
dNTP – Mix 10 mM dATP 
10 mM dCTP 
10 mM dGTP 
10 mM dTTP 
MgCl2 25 mM Promega, Mannheim 
5x PCR-Puffer Promega, Mannheim 
MgCl2 25 mM Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
10x Fast Start Reaction Mix Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
 
3.2.3 Lösungen für Elektrophoresen 
Agarose-Lösung  1-2% (w/v) Agarose in 1x TBE Puffer 
Material und Methoden 
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Ethidiumbromidlösung Ethidiumbromid-Stammlösung (10mg/ml) in 
1x TBE-Puffer 
5x Ladepuffer 2,5 mM Tris-HCl pH 8,0 
50 mM EDTA pH 8,0 
90% Glycerin 
0,01% Bromphenolblau 
0,01% Xylencyanol 
1x TBE-Puffer 8,9 mM Tris-HCl 
8,9 mM Borat 
2 mM EDTA 
10x TE-Puffer 100 ml Tris-HCl (1 M) pH 7,5 
20 ml EDTA (0,5 M) pH 7,5 
Ad. 1l H2O 
 
3.2.4 Geräte, Apparaturen, sonstiges Material 
 
3.2.5 Software 
Hoefer HE 33 Mini Submarine Gelkammer Hoefer Pharmacia Biotech, USA 
Labor-pH-Meter 765 Knick, Berlin 
Light Cycler Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Light Cycler Kapillaren Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge 4515D Eppendorf, Hamburg 
UV-Leuchttisch TFX Vilber Lourmat, Frankreich 
PTC – 200 Peltier Thermal Cycler  MJ Research Inc., South San Francisco, 
CA 
Photometer NanoDrop® ND1000  PeqLab Biotechnologie, Erlangen 
Primer3 www.frodo.wi.mit.edu 
MethPrimer www.urogene.org/methprimer 
ENSEMBL www.ensembl.org 
PUBmed www.ncbi.nlm.nih.gov 
GeneCards www.genecards.org 
GraphPad Prism5.0 GraphPadSoftware Inc., La Jolla, CA, USA 
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3.3 Kits und Enzyme  
3.3.1 Enzyme 
Light Cycler-Fast Start DNA Master Roche, Mannheim 
Proteinase K Lösung Invitrogen, Karlsruhe 
GoTaq® Flexi Polymerase Promega, Mannheim 
 
3.3.2 Molekularbiologische Kits 
Chemicon CpGenome DNA Modification Kit Chemicon, NY, USA 
QIAamp DNA Mini Kit  Qiagen, Hilden 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
Light Cycler DNA Master SYBR Green I Kit Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
EZ-96 DNA Methylation Kit™ Zymo  Research, Bad Homburg 
 
 
 
3.4 Oligonukleotide 
3.4.1 Primer-Design 
Das Primer-Design wurde mit Hilfe des Software-Programms „Primer3“ durchgeführt. 
Dabei wurden die Primer nach folgenden vom Anwender veränderbaren Kriterien 
ausgewählt: Schmelztemperatur (Tm), Größe, CG-Gehalt und Primer-Dimer-
Bindungsmöglichkeiten der Oligonukleotide. Beim Primer-Design wurde darauf 
geachtet, dass die Primer Intronüberspannend gewählt wurden, um bei den Versuchen 
eine mögliche Amplifikation genomischer DNA ausschließen zu können. Außerdem 
wurde eine mittlere Amplikon-Größe von 140 bp angestrebt, um auch bei aus Paraffin 
gewonnener cDNA ein optimales Ergebnis zu erzielen. 
 
Sämtliche verwendete Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Planegg- 
Martinsried, Deutschland) in einer Konzentration von 100 µM in Wasser gelöst 
bezogen. 
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Oligonukleotide für die Charakterisierung der Frizzled-Gen-Expression 
 
 Sequenz  (5´ → 3`) Produktgröße (bp) 
FZD1-F GAGATAGCGCCTGAAATAAACAAAA 
FZD1-R CCAAAAGAGGAGCACACAGGAT 69 
FZD2-F TACACGCCGCGCATGTC 
FZD2-F CACGATGAGCGTCATGAGGTA 66 
FZD3-F CCACAATTACAAAATGGCAAAAC 
FZD3-F GCTATTGGGCAAGGCAAGTG 147 
FZD4-F CTCTCTTCTTGGCTGCTGCT 
FZD4-F GGGTCCGTCAGGTAAGTCAA 181 
FZD5-F TGCCAAGGTCACTTCCGTTT 
FZD5-R CCCTCTTCCCTCTCTCCAAGTC 74 
FZD6-F TCGTGCTCACTGATCCTTCTG 
FZD6-R CAATGGGTGGTCATGAAACATT 132 
FZD7-F AACTCGGATTCTTTTGCATGATG 
FZD7-R AGATTGGAGGGTAGTGTCAAAGGT 90 
FZD8-F TTCCAGAACCCGAGATTTGG 
FZD8-R GAAATCTGTGTATCTGACTGCAAA 71 
FZD9-F TGCGTCATCGTTTGCTATGTC 
FZD9-R GCGCATGGCTGCTCTGT 77 
FZD10-F TCTTTATGCTGCTGGTGGTG  
FZD10-R GGTTTTCTCCGGCTCTTCTT 117 
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Oligonukleotide für die Charakterisierung der WNT-Gen-Expression 
 
 Sequenz  (5´ → 3`) Produktgröße (bp) 
WNT1-F471 CGAGTGCAAGTGGCAGTTC 
WNT1-R575 AACGCCGTTTCTCGACAG 105 
WNT2-F472 GATGTGATGCGTGCCATTAG 
WNT2-R646 CAGCTGAGGAGATGGCATAA 175 
WNT2b-F369 ATGGATCCGAGAGTGTCAGC 
WNT2b-R532 CGCGAGTAATAGCGTGGACT 164 
WNT3-F406 ACAGCCTGGCCATCTTTG 
WNT3-R560 CCCCTTATGATGCGAGTCAC 155 
WNT3a-F288 CAAGATTGGCATCCAGGAGT 
WNT3a-R452 GTCACTGCAAAGGCCACAC 165 
WNT4-F423 GGAGTGCCAGTACCAGTTCC 
WNT4-R543 AGAGATGGCGTACACGAAGG 121 
WNT5a-F366 GGCTGGAAGTGCAATGTCTT 
WNT5a-R525 GCAGAGAGGCTGTGCTCCTA 160 
WNT5b-F420 CATCAAGGAATGCCAGCAC 
WNT5b-R573 GCTGATGGCGTTGACCAC 154 
WNT6-F435 CGAGAGTGCCAGTTCCAGTT 
WNT6-R592 ATAGAACAGGCCTGCGTGAC 158 
WNT7a-F491 AGGAGAAGGCTCACAAATGG 
WNT7a-R638 AATGATGGCGTAGGTGAACG 148 
WNT7b-F602 TCGGGAGATCAAGAAGAACG 
WNT7b-R745 GTGGTCCAGCAGGTTTTGGT 144 
WNT8a-F289 GAACTGCCCTGAAAATGCTC 
WNT8a-R429 TCGAAGTCACCCATGCTACA 141 
WNT8b-F269 CTGGTGCCCAGAGTGGTATT 
WNT8b-R433 GGGTGTACATGACTCCAGCA 165 
WNT9a-F261 GAGGCCGTGAGCATGAGT 
WNT9a-R401 CGAGGAGATGGCATAGAGGA 141 
WNT9b-F327 GCTGGAACTGTAGCCTGGAG 
WNT9b-R485 CCGGAGAGTCATCACAGGT 159 
WNT10a-F793 GGAGACTCGCAACAAGATCC 
WNT10a-R938 AGCCACAGGCCTTCAGTTT 146 
WNT10b-F563 CTTCAGGGTCTGCACATCG 
WNT10b-R719 CCAGCATGGAGAAGGAAAAA 157 
WNT11-F314 AGCTCATGCACACGGTGGT 
WNT11-R477 CGACAGCGCATACACGAA 164 
WNT16-F518 CGAGAGATGGAACTGCATGA 
WNT16-R670 GACCTGGTCACAGAATGCAC 153 
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Oligonukleotide für die Messung der GAPDH-mRNA-Expression (Referenzgen) 
 
 Sequenz  (5´ → 3`) Produktgröße  (bp) 
GAPDH-F6 GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 
GAPDH-R114 AATGAAGGGGTCATTGATGG 108 
GAPDH-F6 GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 
GAPDH-R295 TGGACTCCACGACGTACTCA 289 
 
Oligonukleotide für die Methylierungs-spezifische PCR 
 
 Sequenz  (5´ → 3`) 
Produkt 
größe 
(bp) 
WNT2b-M-F GGTTCGTGCGTAATTTTGGAC 
WNT2b-M-R AAACCCATAAAATTCTTACTATATACTAAACACG 157 
WNT2b-U-F AGTTTTGTTGGTTTGTGTGTAATTTTGGATG 
WNT2b-U-R AAACCCATAAAATTCTTACTATATACTAAACACA 166 
 
 
3.5 Zelllinien 
 
Name Herkunftsgewebe 
HEY  Ovar, Papilläres Zystadenokarzinom, Peritonealmetastase  
OV-4 Ovar, Karzinom 
SKOV-3 Ovar, Adenokarzinom, Aszitis 
 
 
3.6 Angaben zu den Tumorkollektiven 
3.6.1 Angaben zum „16 Normalgewebe-25 Tumorgewebe“-Mammakollektiv 
Für die Untersuchung der Frizzled-Gen-Expression wurden insgesamt 16 gutartige 
Brustgewebe und 25 Brustkrebsgewebe ausgewählt. Bei den malignen Brustgeweben 
wurde beachtet, dass viele verschiedene Entitäten berücksichtigt werden, gleichzeitig 
aber die Verteilung möglichst nahe an die reale Verteilung herankommt. Daher wurden 
20 duktale Karzinome, drei lobuläre Karzinome und zwei Karzinome anderer Entität 
ausgesucht. Alle Gewebe wurden mikrodisseziert und bei den Tumorgeweben wurde 
auf einen ungefähren Epithelanteil (Tumorzellanteil) von >70% geachtet, um eine 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten. 
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Tabelle 3-1: Klinisch / pathologische Kriterien der primären 
Mammakarzinome (n=25) 
 
 na % 
Alter bei Erstdiagnose   
 median 63,7 Jahre (35-83 Jahre) 
 <50 Jahre 3 12 
 ≥50 Jahre 22 88 
Tumorstadium b   
 pT1 10 40 
 pT2 10 40 
 pT3 3 12 
 pT4 2 8 
Lymphknotenstatusb   
 pN0 12 48 
 pN1 1 4 
 pN2 8 32 
 pN3 4 16 
Histologisches Grading   
 G2 10 40 
 G3 15 60 
Histologischer Typ   
 ductal 20 80 
 lobulär 3 12 
 ductal/lobulär 1 4 
 Plattenepithelkarzinom 1 4 
    
Tumoranteil > 70%   
a
 nur weibliche Patienten mit einseitigem, primärem invasivem Mammakarzinom 
b
 Nach UICC: TNM Classification of Malignant Tumours. 6th edn (2002)  
Sobin LH, Wittekind CH (eds.) Wiley, New York. 
 
 
Tabelle 3-2: Klinisch / pathologische Kriterien der Normalgewebe 
(n=16) 
 
 n % 
Alter bei Erstdiagnose   
 median 34,6 Jahre (22-61 Jahre) 
 <50 Jahre 15 93,8 
 ≥50 Jahre 1 6,2 
Histologische Diagnose   
 fibröse Mastopathie 9 56,3 
 Fibroadenom 3 18,7 
 chronische Mastitis 1 6,3 
 
kein Anhalt für 
Malignität 3 18,7 
Epithelanteil (im Durchschnitt ca. 30%)   
 0-15% 6 37,5 
 20-35% 5 31,2 
 40-60% 5 31,3 
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3.6.2 Angaben zum „5 Normalgewebe - 5 Tumorgewebe“ - Mammakollektiv 
Für die Untersuchung der WNT-Expression wurden insgesamt fünf gutartige und fünf 
maligne Brustgewebeproben ausgesucht. Auch hier wurden verschiedene maligne 
Entitäten ausgewählt: drei duktale Karzinome, ein lobuläres Karzinom und ein 
Plattenepithelkarzinom. Alle Gewebe wurden manuell mikrodisseziert und bei den 
Tumorproben wurde ein ungefährer Epithelanteil von >70% angestrebt. 
Tabelle 3-3: Klinisch / pathologische Kriterien der primären 
Mammakarzinome (n=5) 
 
 na % 
Alter bei Erstdiagnose   
 median 65,5 Jahre (57-73 Jahre) 
 <50 Jahre 0 0 
 ≥50 Jahre 5 100 
Tumorstadium b   
 pT1 3 60 
 pT2 1 20 
 PT4 1 20 
Lymphknotenstatusb   
 pN0 5 100 
Histologisches Grading   
 G2 3 60 
 G3 2 40 
Histologischer Typ   
 ductal 3 60 
 lobulär 1 20 
 Plattenepithelkarzinom 1 20 
  
  
Tumoranteil > 70%   
        
a
 nur weibliche Patienten mit einseitigem, primärem, invasivem Mammakarzinom 
b
 Nach UICC: TNM Classification of Malignant Tumours. 6th edn (2002)  
Sobin LH, Wittekind CH (eds.) Wiley, New York. 
 
Tabelle 3-4: Klinisch / pathologische Kriterien der Normalgewebe (n=5) 
 
 n % 
Alter bei Erstdiagnose   
 median 36,2 Jahre (22-48 Jahre) 
 <50 Jahre 5 100 
 ≥50 Jahre 0 0 
Diagnose   
 fibröse Mastopathie 3 60 
 Fibroadenom 1 20 
 
kein Anhalt für 
Malignität 1 20 
Epithelanteil (im Durchschnitt  ca. 31%)    
 0-15% 2 40 
 20-35% 1 20 
 40-60% 2 40 
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3.6.3 Angaben zum „6 Normalgewebe - 18 Tumorgewebe“ – Ovarkollektiv 
Für die Untersuchung wurden insgesamt sechs als normal oder gutartig beschriebene 
Gewebe und 18 maligne Ovarialkarzinome ausgesucht. Bei den malignen Proben 
wurden primäre seröse Ovarialkarzinome, Lymphknotenmetastasen, 
Peritonealmetastasen und Rezidivtumore unterschieden. Bei den Normalgeweben 
wurden vier normale Ovargewebe und zwei seröse Zystadenome unterschieden. Alle 
Gewebe wurden manuell mikrodisseziert und bei allen Proben wurde ein hoher 
Epithelanteil angestrebt. 
Tabelle 3-5: Klinisch / pathologische Kriterien der Ovarialkarzinome 
(n=18) 
 
seröse Ovarialkarzinome mit folgenden Entitäten n % 
   
 solide, primäre Tumore 5 27,7 
 Lymphknotenmetastasen 5 27,7 
 Peritonealmetastasen 4 22,2 
 Rezidivtumore 4 22,2 
   
Alter bei Erstdiagnose n % 
 median 56,9 Jahre (36-81 Jahre) 
 <50 Jahre 6 33  
 ≥50 Jahre 12 66  
Tumorstadium b   
 pT1 1 5,5  
 pT2 0 0  
 pT3 17 94,5 
 pT4 0 0  
Lymphknotenstatusb   
 pN0 4 22,2 
 pN1 8 44,4 
 pNX 6 33,3 
Fernmetastasen   
 pM0 1 5,5 
 pM1 4 22,2 
 pMX 13 72,2 
Histologisches Grading   
 G2 6 33,3 
 G3 12 66,6 
Epithelanteil  
(angegeben in 0-3, 0 = sehr wenig, 3 = sehr viel)   
 0 11 61,1 
 1 0 0 
 2 0 0 
 3 7 38,9 
b
 Nach UICC: TNM Classification of Malignant Tumours. 6th edn (2002)  
Sobin LH, Wittekind CH (eds.) Wiley, New York. 
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Tabelle 3-6: Klinisch / pathologische Kriterien des Normalgewebes (n=6) 
 
 n % 
Alter    
 median 64 Jahre (55-74 Jahre) 
 <50 Jahre 0 0 
 ≥50 Jahre 6 100 
Histologische Diagnose   
 normales Ovarstroma 4 56,25 
 seröses Zystadenom 2 6,25 
Epithelanteil  
(angegeben in 0-3, 0 = sehr wenig, 3 = sehr viel)   
 0 2 33,3 
 1 0 0 
 2 2 33,3 
 3 2 33,3 
 
3.6.4 Angaben zum DNA-Ovarkollektiv 
Aus einem vorhandenen Kollektiv wurden sechs Gewebeproben entnommen, die als 
Ovar-Normalgewebe angegeben waren sowie acht Gewebeproben, die als Ovartumore 
klassifiziert waren. Genauere Angaben über Herkunft oder Entität waren zu den Proben 
nicht vorhanden. 
 
 
3.7 Molekularbiologische Analysen 
3.7.1 RNA Isolierung und cDNA-Synthese 
3.7.1.1 Extraktion von RNA aus paraffinfixierten Gewebeschnitten 
Nachdem die Paraffinschnitte mit Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe von 100% 
bis 50% entparaffiniert wurden, wurde das Material in einem Eppendorf-Gefäß mit 200 
µl Extraktionspuffer und 20 µl Proteinase K über Nacht bei 56 °C inkubiert. Nach 
Zugabe von 750 µl TRIZOL wurde nach 10-minütigem Zentrifugieren bei 4 °C und 
12.000 Umdrehungen/Minute der Überstand in ein neues Eppendorf-Gefäß gegeben und 
mit 200 µl Chloroform versetzt. Nach Durchmischen und 10-minütiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die Probe weitere 15 Minuten bei 4 °C und 14.000 
Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Danach waren drei Phasen sichtbar wovon die 
obere wässrige Phase für die weitere Verarbeitung abgenommen wurde. Nach Zugabe 
von 500 µl Isopropanol wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und weitere 
10 Minuten bei 4 °C und 14.000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Nachdem der 
Überstand verworfen wurde, wurde das Pellet im offenen Eppendorf-Gefäß getrocknet 
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und danach mit 20 µl RNase-freiem Wasser versetzt. Die weitere Aufbewahrung der 
isolierten RNA erfolgte bei -80 °C. 
 
3.7.1.2 Extraktion von RNA aus Gefriergewebe 
Für die Extraktion von Nukleinsäuren aus Gefriergewebe wurde das Gewebe mit 1 ml 
TRIZOL-Lyse-Reagenz (Sigma Aldrich, Deisenhofen) auf 50 bis 100 mg Gewebe 
versetzt und homogenisiert. Durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren wurde eine 
vollständige Zelllyse erreicht. Danach wurden 200 µl Chloroform (je 1 ml 
Ausgangsvolumen TRIZOL) zugegeben, gut durchmischt und dann bei 
Raumtemperatur 2-3 Minuten inkubiert. Anschließend wurde die Probe bei 4 °C und 
12000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Das Lysat lag im Anschluss an die 
Zentrifugation in drei Phasen vor: eine wässrige Phase, in der sich die extrahierte RNA 
befand, eine Interphase, in der die DNA lokalisiert war und eine organische Phase, in 
der überwiegend Proteine und Zelltrümmer lokalisiert waren. Die wässrige Phase wurde 
in ein neues Reaktionsgefäß überführt und dort mit 500 µl Isopropanol (je 1 ml 
Ausgangsvolumen TRIZOL) versetzt. Danach wurde die Probe für 10 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und danach bei 4 °C und 12000 Umdrehungen/Minute für 10 
Minuten zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde mit 1000 µl 75% Ethanol (je 1 ml 
Ausgangsvolumen TRIZOL) aufgelöst. Nach gründlichem Durchmischen wurde die 
Probe weitere 5 Minuten lang bei 4 °C und 7500 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. 
Danach wurde der Überstand verworfen und das gewaschene RNA-Pellet bei 
Raumtemperatur getrocknet. Anschließend wurde es in 17 bis 50 µl DEPC Wasser 
aufgelöst und dann bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 
 
3.7.1.3 cDNA-Synthese 
1 µg RNA wurde auf 12,5 µl mit DEPC-Wasser aufgefüllt. Danach wurden 0,5 µl 
Oligo-dT-Primer (20 µM) und 0,5 µl Random-Hexamer-Primer (20 µM) hinzugesetzt 
und die Probe bei 70 °C für zwei Minuten in einem PCR-Gerät denaturiert. Danach 
wurde die Probe auf Eis mit 4 µl 5-fach Reaktionspuffer, 1 µl dNTP (10 µM each), 0,5 
µl rekombinantem Ribonuklease-Inhibitor und 1 µl Reverse-Transkriptase versetzt. 
Nach einer Stunde Inkubation bei 42 °C wurde die Probe fünf Minuten bei 95 °C 
inkubiert und danach auf 4 °C abgekühlt. Nach Zugabe von 80 µl DEPC-Wasser wurde 
die entstandene cDNA bei -80 °C aufbewahrt. 
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3.7.1.4 Kommerzielle cDNA Proben 
Für die Untersuchungen wurden kommerziell erhältliche cDNA-Proben der Firma 
Clontech erworben. 
 
3.7.2 DNA-Isolierung 
3.7.2.1 DNA-Isolierung aus Gewebe und Zelllinien 
Die DNA-Extraktion erfolgte unter Beachtung der Herstellerangaben mit dem QIAamp 
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden). Für die Isolation von genomischer DNA wurden 10-15 
mg Gewebe mit 180 µl ATL-Puffer und mit 20 µl einer Proteinase-K-Lösung versetzt. 
Nach einer Stunde Inkubationszeit bei 56 °C wurden 200µl ATL-Puffer zugesetzt und 
der Ansatz wurde durch Inkubation bei 70° C für 10 Minuten lysiert (Zugabe von 20 U 
RNAse optional). Die DNA wurde durch die Zugabe von 200 µl 100% Ethanol 
präzipitiert, auf eine QIAamp-Säule gegeben und abzentrifugiert. Anschließend wurde 
die in der Säule gebundene DNA zweimal mit 500 ml AW1- und AW2-Puffer 
gewaschen. Durch die Zugabe von 200 ml Tris-Puffer (pH 8,5) wurde die DNA eluiert 
und bei -20 °C gelagert. 
Für die DNA-Isolation aus Zelllinien wurden 5x106 Zellen trypsiniert und pelletiert, mit 
PBS gewaschen und in 200 µl PBS resuspendiert. Durch die Zugabe von 20 µl 
Proteinase-K Lösung in 200 ml AL-Puffer und einer Inkubation bei 56 °C für 10 
Minuten erfolgte die Zelllyse. Nach einem 5 Minuten RNAse-A-Verdau (20 Einheiten) 
bei Raumtemperatur, um kopräzipitierende RNA zu verdauen, erfolgte die DNA-
Extraktion analog zum Gewebe.  
 
3.7.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, kurz PCR) ist ein 
Verfahren, das für die Vervielfältigung von DNA beziehungsweise cDNA genutzt wird. 
Ein PCR-Ansatz setzt sich zusammen aus den DNA-Matrizen, die vervielfältigt werden 
sollen, den Primern, als Startermoleküle für die DNA-Synthese, den 
Desoxyribonukleotiden (dNTPs), als Bausteine für die Bildung der DNA-Kopien, der 
Taq-Polymerase, einem hitzestabilen Enzym, welches die Vervielfältigungsreaktion 
katalysiert und einem geeigneten Puffer, der die optimalen Bedingungen für die 
Reaktion gewährleistet.  
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Die Amplifikation erfolgt in drei Schritten: 
1) Denaturierung: Die Probe wird auf 95 °C erhitzt; dadurch lösen sich die 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den komplementären DNA-Strängen und man 
erhält zwei Einzelstränge. 
2) Annealing: Die Temperatur wird auf 50-60 °C gesenkt, abhängig von der 
Basenzusammensetzung der Primer. Dadurch können die Primer an den 
komplementären Stellen der DNA binden. Man bezeichnet dies auch als 
Hybridisierung. Nach dem Annealing kann die Taq-Polymerase am 3’-Ende der Primer 
binden und die Verlängerung des Primers durch Einbau komplementärer Nukleotide 
beginnen.  
3) Synthese-Phase: Durch Erhöhen der Temperatur auf 72 °C wird die optimale 
Aktivität der hitzestabilen Taq-Polymerase (isoliert aus Thermus aquaticus) erreicht, die 
nun mit der Synthese des komplementären Zweitstranges der DNA beginnen kann. 
 
Ein mehrmaliges Durchlaufen dieser drei Schritte verdoppelt jedes Mal die Zahl der 
vorhandenen DNA-Moleküle, so dass man auf diese Weise innerhalb kurzer Zeit die 
gewünschte DNA-Matrize in großer Zahl vervielfältigen kann.  
 
 
Ein typischer PCR-Ansatz enthielt: 
 
5 µl PCR-Puffer  
1,5-2,5 µl MgCl2 (25 mM) 
1 µl dNTPs (10 mM each) 
1 µl 5’-Primer 
1 µl 3’-Primer 
0,25 µl = 1,25 U Taq-Polymerase 
1-2 µl Template-DNA 
ad. 25 µl H2O (PCR-Grade) 
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3.7.4 Expressionsanalyse mittels Real-Time-PCR 
 
Theoretischer Hintergrund 
Als quantitative Methode, um die Expressionshöhe einer spezifischen mRNA 
bestimmen zu können, wurde in den hier beschriebenen Experimenten die Real-Time-
PCR angewendet. Hierbei wurde, wie auch bei der konventionellen RT-PCR, die zu 
untersuchende mRNA zunächst in cDNA umgeschrieben, um dann mit produkt-
spezifischen Primern amplifiziert zu werden. Zusätzlich wurde das entstehende 
Amplifikat nach jedem Zyklus über ein Fluoreszenzsignal-übermittelndes System 
detektiert.  
Im Rahmen der hier beschriebenen Experimente wurde der Light Cycler (Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim) als PCR-Gerät und SYBR-Green als Fluorochrom aus 
dem Light-Cycler FastStart DNA Master SYBR Green I-Kit (Roche, Mannheim) 
eingesetzt. SYBR-Green ist ein Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff, der in die Zwischenräume 
von doppelsträngiger DNA interkaliert. Durch diese Bindung wird die emittierte 
Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensität um ein Vielfaches erhöht. Durch 
Anregung mittels eines Lasers kann nach jedem Elongationsschritt der 
Fluoreszenzanstieg gemessen werden. Dieser spiegelt die Menge an doppelsträngiger 
DNA in der PCR-Reaktion wider und ermöglicht so eine genauere quantitative Analyse 
der Menge des entstehenden PCR-Produktes. 
 
Durchführung  
Für die Real-Time-RT-PCR-Analyse mit dem Light Cycler DNA Master SYBRGreen I 
Kit (Roche Diagnostics) wurde die aus Gewebe synthetisierte cDNA zunächst 1:20 in 
Aqua dest. verdünnt, um dann in einer 20 µl-PCR-Reaktion mit den jeweils 
entsprechenden Primern eingesetzt zu werden.  
Zur Normalisierung der eingesetzten cDNA-Menge wurde das House-Keeping-Gen 
Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) in jeder Probe bestimmt. Als 
Negativkontrolle, um etwaige Verunreinigungen des Master-Mix ausschließen zu 
können, wurde Aqua dest. bei jeder Amplifikation mitgeführt. 
 
 
 
 
 
Material und Methoden 
30 
 
Im Folgenden ist ein Standard-PCR-Ansatz aufgelistet: 
 
2 µl SYBR-Green Mix 
1,0-2,5 µl MgCl2 (25 mM) 
0,5-1,0 µl 5’-Primer (10pM) 
0,5-1,0 µl 3’-Primer (10pM) 
1-2 µl Template-DNA 
ad. 20 µl H2O (PCR-Grade) 
 
Initiale Denaturierung 95° C         10 Minuten 
Denaturierung 
Anlagerungstemperatur 
Elongation 
94°C          20 Sekunden 
60°C          20 Sekunden                 40 Zyklen 
72°C          30 Sekunden 
Finale Extension 72°C          1 Minute 
Schmelzkurve  Variabel     ~ 10 Minuten 
 
Schmelzkurvenanalyse 
Da es neben der Amplifikation des Zielmoleküls gleichzeitig zur Bildung von 
Nebenprodukten, wie zum Beispiel Primerdimeren, kommen kann, muss im Anschluss 
an jede Amplifikation eine Schmelzpunktanalyse durchgeführt werden. 
SYBR-Green lagert sich an jede doppelsträngige DNA an und führt so zu einem 
Fluoreszenzanstieg. Bei der Schmelzkurvenanalyse wird durch schrittweise 
Temperaturerhöhung eine Denaturierung der entstandenen doppelsträngigen DNA 
erreicht. Die Schmelzpunkttemperatur ist dabei abhängig von der Basenpaarlänge und 
der jeweiligen Basenpaarzusammensetzung des Produktes. Die Schmelzkurve ergibt 
sich dabei aus der ersten Ableitung der Funktion Fluoreszenzaktivität F in Abhängigkeit 
von der Temperatur T (dF/dT). Primerdimere schmelzen bei niedrigeren Temperaturen 
als die spezifischen Produkte und dies ermöglicht die Unterscheidung zwischen 
gewünschtem Produkt und Nebenprodukt. Zusätzlich kann die Probe im Anschluss auf 
ein 2% Agarosegel aufgetragen werden. Dies ergibt weiteren Aufschluss über die 
Reinheit des Produktes. 
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Analyse der relativen Expression 
Die Quantifizierung basiert auf Berechnung des Schwellenwertes der Fluoreszenz, 
Cycle-Threshold oder CT-Wert genannt. Er gibt an bei welchem PCR-Zyklus die 
emittierte Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt. Zum Zeitpunkt 
des CT-Wertes ist der Fluoreszenzanstieg exponentiell, ohne dass er von limitierenden 
Faktoren wie Primer- oder Nukleotidmangel und Enzyminaktivität eingeschränkt wird. 
Die Quantifizierung beruht also auf der Kinetik der PCR-Reaktion und nicht auf der 
absoluten Menge. 
Für die Quantifizierung der Expression des Zielgens wurden die CT-Werte von Zielgen 
und Referenzgen (hier GAPDH als House-Keeping-Gen) von derselben cDNA 
zueinander in ein Verhältnis gesetzt. Hierfür wurde zunächst die Differenz der CT-
Werte (∆CT) zwischen Ziel- und Referenzgen für die jeweilige cDNA berechnet: 
 
∆CT = CT Zielgen – CT Referenzgen 
 
Anschließend wurde die ∆CT – Differenz (∆∆CT) zwischen zwei verschiedenen Proben 
(zum Beispiel Probe 1 = Normalgewebe; Probe 2 = Tumorgewebe) berechnet: 
 
∆∆CT = ∆CT Probe 1 – ∆CT Probe 2 
 
Zum Schluss wurde die relative Expression, als die x-fache Über- oder Unterexpression 
des Zielgens in Probe 2 in Relation zu Probe 1, wie folgt berechnet: 
 
Expressionsstärke = 2-∆∆CT 
 
Hierbei steht 2-∆∆CT für den „Fold Change“ (FC) der differentiellen Expression. 
Methode der relativen Quantifizierung (Fink et al., 1998). 
 
3.7.5 Methylierungs-spezifische PCR 
3.7.5.1 Bisulfit-Umwandlung von genomischer DNA aus Gewebeproben 
Chemische Basenmodifikationen der DNA können nicht direkt mittels 
Amplifikationsreaktionen detektiert werden. Daher stellt die Modifizierung von 
genomischer DNA mittels Natrium-Bisulfit (NaHSO3) die Grundlage für die Detektion 
von DNA-Methylierung mittels der MSP (Methylierungs-spezifischen PCR) dar. Bei 
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der Behandlung von genomischer DNA mit Natrium-Bisulfit kommt es zu einer 
Modifikation von unmethylierten Cytosin-Basen. Hierbei werden unmethyliert 
vorliegende, einzelsträngig vorliegende Cytosin-Basen durch die katalytische Wirkung 
von Bisulfit zu Uracil desaminiert. Es kommt somit zu einer Sequenzänderung. Cytosin-
Basen, die am C5-Atom eine Methylgruppe tragen (5-Methylcytosin) sind nicht 
konvertierbar. Die Änderung der Sequenz kann durch die methylierungs-spezifische 
PCR detektiert werden. 
Die Bisulfit-Umwandlung wurde nach Herstellerangaben mit dem DNA Methylation 
Kit™ (Zymo Research, Mannheim) durchgeführt. Im Ansatz wurden 0,5 bis 1 µg DNA 
in 45 ml destilliertem Wasser gelöst. Nach Zugabe von 5 µl Dilution-Puffer erfolgte 
eine Inkubation von 15 Minuten bei 37 °C. Durch anschließende Zugabe von 100 µl 
Conversion-Reagenz und Inkubation bei 50 °C für 12-16 Stunden kam es zur 
Sulfonierung der Cytosine am C6-Atom. Im Anschluss kam es zu einer spontanen 
Hydrolysierung der Aminogruppe am C4-Atom und somit zur Bildung von 
Uracilsulfonat. 
Nach Zugabe von 200 µl Binding-Puffer wurde der Ansatz auf eine Säule aufgegeben 
und zentrifugiert und gewaschen. Anschließend erfolgte die Desulfonierung der 
entstandenen Uracilsulfonate unter basischen Bedingungen durch die Zugabe von 200 
µl Desulfonations-Puffer. Nach zwei weiteren Waschschritten wurde die DNA in 20-50 
ml Elutions-Puffer eluiert. 
Als Resultat lagen nun alle ursprünglich unmethylierten Cytosine der DNA als Uracil-
Basen vor, die ein verändertes Bindungsverhalten zeigen (Komplementär zu Adenin, 
statt zu Guanin). Diese unterschiedlichen DNA-Sequenzen, die auf Basis der Cytosin-
Methylierung am C5-Atom entstanden sind, konnten mit diskriminierenden Primern mit 
Hilfe der Methylierungs-spezifischen PCR detektiert werden. 
3.7.5.2 Methylierungs-spezifische PCR (MSP) 
Die methylierungs-spezifische PCR basiert auf einer Methode von Herman et al (1996). 
Sie wurde für die Analyse des Promotermethylierungsstatus für das WNT2b-Gen 
durchgeführt. Hierbei wurde die PCR-Amplifikation in zwei Ansätzen mit zwei 
verschiedenen Primerpaaren durchgeführt. Eines der Primerpaare ist spezifisch für die 
methylierte Sequenz (M-Primer), das andere für die unmethylierte Sequenz (U-Primer). 
Beide Primerpaare sollten im Wesentlichen dasselbe Amplikon definieren. Die PCR 
wurde mit einem Reaktionsansatz von 25 ml durchgeführt. 
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Im Folgenden ist ein Standard-Reaktionsansatz der methylierungs-spezifischen PCR 
aufgelistet: 
 
2,5 µl MSP-Puffer (1x) 
1,25 µl dNTPs (je 25mM) 
0,5 µl sense-Primer (U bzw M) (10µM) 
0,5 µl antisense-Primer (U bzw M) (10µM) 
5-20 ng Bisulfit-konvertierte DNA (1µl) 
ad. 20 µl H2O 
Überschichtung mit Mineralöl 10 µl 
 
 
Die PCR wurde als Hot-Start-PCR durchgeführt. Dabei wurde die Polymerase der 
Reaktion erst nach der initialen Denaturierung zugegeben. Dadurch wurde ein 
unspezifisches Annealing während der Aufheizphase verhindert. 
Nach der initialen Denaturierung wurden pro Ansatz 1,25 Einheiten Taq-DNA-
Polymerase in 5 µl H2O der Probe zugegeben. 
 
Initiale Denaturierung 94° C         5 Minuten 
Hot Start  
(Zugabe der Taq DNA Polymerase 
80° C         2 Minuten 
Denaturierung 
Anlagerungstemperatur 
Elongation 
94°C          30 Sekunden 
60°C          30 Sekunden                 36 Zyklen 
72°C          30 Sekunden 
Finale Extension 72°C          10 Minuten 
Kühlen 4°C            ∞ 
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3.7.6 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsäuren 
Zur Größen-Auftrennung wurden die DNA-Fragmente mit einem Ladepuffer versetzt 
und auf einem 1-2%igen Agarosegel aufgetragen. Als Längenstandard wurde eine 
geeignete Basenpaarleiter genutzt. Als Laufpuffer diente ein 1-facher TBE-Puffer bei 
einer Spannung von 80 Volt. Während der ungefähr 30 Minuten andauernden 
Auftrennung wurden die DNA-Banden durch das im Agarosegel vorhandene 
Ethidiumbromid (EtBr) angefärbt (Interkalation des EtBr in die dsDNA). Dabei lagerten 
sich die Ethidiumbromidmoleküle an die doppelsträngige DNA an und konnten danach 
auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht werden.  
 
3.7.7 Konzentrationsbestimmung der gewonnen Nukleinsäuren 
Die Konzentrationsbestimmungen der Nukleinsäuren erfolgte mit dem 
Spektralphotometer NanoDrop® ND1000. Hierfür wurden 1-2 µl einer Nukleinsäure-
Lösung benötigt. Das Messprinzip beruht auf dem Lambert-Beer’schen Gesetz, nutzt 
also die spezifische Absorption von Nukleinsäuren bei λ = 260 nm. Die Reinheit der 
Probe bezüglich der Protein-Kontaminationen wurde über den Koeffizienten 
OD260nm/OD280nm berechnet. Für reine RNA soll dieser Koeffizient ≥ 2 sein. Für 
DNA soll dieser Koeffizient bei 1.8 - 2.0 liegen. Die Sensitivität für RNA liegt 
zwischen 2 bis 3000 ng/µl, die Sensitivität für dsDNA liegt zwischen 2 bis 3700 ng/µl. 
 
 
3.8 Statistische Methoden 
Die statistischen Analysen wurden mit dem Programm GraphPad Prism5.0 
(GraphPadSoftware Inc., La Jolla, CA, USA) durchgeführt. Sämtliche Tests sind 
zweiseitig angelegt. Die statistisch signifikante Fehlerwahrscheinlichkeit ist, soweit 
nicht anders angegeben, mit p < 0,05 definiert. Die differentielle Expressionsstärke von 
zwei unabhängigen Versuchsgruppen wurde mit dem nicht parametrischen Mann-
Whitney-U-Test analysiert.  
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4. Ergebnisse 
4.1 Semiquantitative Analyse der Frizzled-Expression mittels Real-
Time-RT-PCR in Mammakarzinomen  
4.1.1 Analyse der Frizzled-Expression mittels Real-Time-RT-PCR in normalen 
Brustdrüsengewebe 
Die Beteiligung eines pathologisch deregulierten WNT-Signalweges an der 
Karzinogenese wurde bereits für mehrere Tumorentitäten in der Literatur beschrieben 
(Yang et al., 2006; Burgess et al., 2011, Fatima et al., 2011). Die Frizzled-Genfamilie 
ist hier von besonderer Bedeutung, da sie für Transmembranrezeptoren kodieren, die die 
WNT-Liganden binden und für die Signalweiterleitung zuständig sind.  
Aus der Überlegung, dass gerade diejenigen Frizzled-Moleküle, die in der normalen 
weiblichen Brust exprimiert werden, bei der Kanzerogenese durch Deregulation ein 
wichtige Rolle spielen könnten, wurde zunächst eine quantitative Expressions-Analyse 
der einzelnen Mitglieder der Frizzled-Genfamilie mittels Real-Time-RT-PCR in 
Brustnormalgewebe durchgeführt. Im Brustgewebe stark exprimiert Frizzled-Gene 
sollten dann weitergehend detailliert untersucht werden. 
Die Expressionen aller zehn Mitglieder der Frizzled-Genfamilie wurden auf jeweils 
äquivalente Mengen kommerziell erhältlicher cDNA aus benignem Brustdrüsengewebe 
(Firma Clontech) mittels Real-Time-RT-PCR ermittelt. Die in der Arbeitsgruppe bereits 
etablierten Frizzled-Gen-Primer wurden so ausgewählt, dass diese Intronüberspannend 
sind. Dadurch wurde die Amplifikation von gegebenenfalls vorhandener 
kontaminierender genomischer DNA ausgeschlossen. 
Als Referenz für die Transkriptmengen-Bestimmung wurde das House-Keeping-Gen 
Glycerinaldehyd-3-Phophat-Dehydrogenase (GAPDH) gewählt. Das GAPDH-Gen 
kodiert ein zentrales Enzym, das für den Energiestoffwechsel der Zelle wesentlich ist 
und wird daher in allen Zellen konstitutiv und ähnlich stark exprimiert. Folglich wird 
die GAPDH-Expression oft zu Standardisierung von Transkriptmengen verwendet. 
 
Abb. 4-1 zeigt die relativen Expressionshöhen der Frizzled-Gene 1 bis 10 auf mRNA-
Ebene in normalem Brustdrüsengewebe, normiert auf den Median der einzelnen 
Expressionslevel. Hierbei zeigt sich, dass vor allem Frizzled-1 (FZD1), Frizzled-4 
(FZD4), Frizzled-6 (FZD6) und Frizzled-10 (FZD10) im normalen Brustgewebe 
exprimiert sind, wobei besonders FZD4 eine starke Expression zeigt.  
Ergebnisse 
36 
 
Eine starke Expression von Genen im Normalgewebe lässt auf eine mögliche Funktion 
in der Gewebshomöostase schließen und deren Deregulation könnte im Rahmen der 
Tumorgenese eine entscheidende Rolle spielen. Aus diesem Grund wurden die 
weiterführenden Untersuchungen an den im normalen Brustdrüsengewebe stark 
exprimierten Frizzled-Molekülen durchgeführt. 
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Abbildung 4-1: Analyse der Frizzled-Expression auf mRNA-Ebene im normalem 
Brustdrüsengewebe: FZD1, FZD4, FZD6 und FZD10 sind die vorherrschend exprimierten 
Frizzled-Gene in normalem Brustgewebe 
 
 
4.1.2 Analyse der FZD1, FZD4, FZD6 und FZD10-Expression im 16 
Normalgewebe-25 Tumorgewebe-Kollektiv 
Wie zuvor dargelegt, sind FZD1, FZD4, FZD6 und FZD10 die auf mRNA-Ebene am 
stärksten exprimierten Frizzled-Moleküle im normalen Brustdrüsengewebe.  
In der Annahme, dass die schon im normalem Brustdrüsengewebe am stärksten 
exprimierten Familienmitglieder auch in der Tumorgenese relevant sein könnten, 
wurden diese Frizzled-Gene im weiteren Verlauf auf einem Kollektiv aus 16 Normal- 
und 25 Tumorgeweben analysiert. 
Die hier verwendeten Paraffingewebe wurden alle manuell mikrodisseziert. In den 
Tumorgeweben wurde auf einen gleichmäßigen Epithel-Anteil von über 85% 
Tumorzellen geachtet, um gut vergleichbare Werte zu erhalten. 
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Zu den Geweben lagen histopathologische Daten bezüglich histologischem Subtyp, T-
Stadium, Nodalstatus und Grading vor. Weiterhin war das Alter der Patientin bekannt. 
Als Referenz für die Transkriptmengenbestimmung wurde auch hier GAPDH als 
House-Keeping-Gen verwendet.  
 
In der Auswertung wurden die Ergebnisse für die Normalgewebe den Ergebnissen der 
Tumoren gegenübergestellt. Die Tumoren wurden weiterhin aufgeteilt in Tumore mit 
Lymphknotenmetastasen (pN1, pN2 oder pN3) und Tumore ohne 
Lymphknotenmetastasen (pN0). Diese Aufteilung erfolgte, um ein eventuell 
unterschiedliches Expressionsverhalten zwischen Tumoren mit und ohne 
Metastasierungsverhalten unterscheiden zu können. 
 
 
 
Abbildung 4-2 zeigt die relativen Expressionslevel von FZD1 und FZD4 je in 16 Normalgeweben 
(dargestellt in Grün) und insgesamt 25 Tumorgeweben (dargestellt in Rot) 
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Abbildung 4-3 zeigt die relativen Expressionslevel von FZD6 und FZD10 je in 16 Normalgeweben 
(dargestellt in Grün) und insgesamt 25 Tumorgeweben (dargestellt in Rot) 
 
 
Die Abbildungen 4-2 und 4-3 zeigen die Expressionslevel auf mRNA-Ebene von FZD1, 
FZD4, FZD6 und FZD10 in 16 Normalgeweben, 12 Tumoren ohne 
Lymphknotenmetastasen (nodal-negativ) und 13 Tumoren mit Lymphknotenmetastasen 
(nodal-positiv). Der mediane Expressionslevel der Normalgewebe wurde bei der 
Auswertung auf 1 gesetzt. 
 
 
Abbildungen 4-4 und 4-5 zeigen für die vier untersuchten Frizzled-Rezeptoren je die 
statistische Auswertung zwischen Brustnormal- und Brusttumorgewebe mittels des 
zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests. 
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Abbildung 4-4 Box Plot zum Gruppenvergleich der FZD1- und FZD4-mRNA-Expression zwischen 
Brustnormal- und Brusttumorgeweben  
horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum, Box: 25% bis 75% Quartile, 
zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test 
 
Abbildung 4-5 Box Plot zum Gruppenvergleich der FZD6- und FZD10-mRNA-Expression zwischen 
Brustnormal- und Brusttumorgeweben  
horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum, Box: 25% bis 75% Quartile, 
zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test 
 
Zusammengefasst zeigte sich auf RNA-Ebene bei allen vier untersuchten Mitgliedern 
der Frizzled-Genfamilie kein signifikant differentielles Expressionsmuster, weder im 
Vergleich zwischen Normal- und Tumorgewebe (Abbildungen 4-4 und 4-5) noch im 
Vergleich zwischen den metastasierten und den nicht-metastasierten Tumoren (Statistik 
nicht gezeigt). Alle vier untersuchten Frizzled-Gene zeigten ein breites 
Expressionsmuster, wobei sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 
untersuchten Gruppen erkennen ließ.  
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4.2 Semiquantitative Analyse der WNT-Expression mittels RT-
PCR in Mammakarzinomen  
4.2.1 Etablierung intronüberspannender Primer für die Mitglieder der WNT-
Familie mittels RT-PCR 
Nachdem im ersten Teil die Rezeptoren des WNT-Signalweges im Fokus der Analyse 
standen, sollte im Weiteren die Expression der WNT-Liganden untersucht werden. 
Hierfür wurden zunächst Primer-Paare für alle 19 bisher beschriebenen Mitglieder der 
WNT-Familie abgeleitet. Die Primer-Paare wurden so ausgewählt, dass die 
flankierenden Regionen intronüberspannend waren und somit das Risiko einer 
Amplifikation von kontaminierender genomischer DNA ausgeschlossen wurde. 
Die Primer wurden an kommerziell erhältlicher cDNA der Firma Clontech mittels RT-
PCR etabliert. Dabei wurde für jedes Mitglied der WNT-Familie das Gewebe für die 
Etablierung gewählt, in dem es laut Literatur am stärksten exprimiert ist (Nusse, The 
WNT Homepage, http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt). Die Etablierung 
gelang für 17 der 19 Mitglieder der WNT-Familie. Nur für WNT8b und WNT10b 
ließen sich aus technischen Gründen keine geeigneten PCR-Primer etablieren.  
 
Tabelle 4-1: Darstellung der Etablierungsparameter der Primer-Paare für die RT-
PCR für alle etablierten WNT-Gene 
WNT Beginn/Ende Annealing 
°C 
MgCl2 
µl 
Cyclen Etabliert auf 
WNT1 F471 R558 60 2,5 40 Plazenta 
WNT2 F472 R646 60 2,5 40 Plazenta 
WNT2b F369 R532 60 2,5 40 Gehirn 
WNT3 F406 R560 60 2 40 Niere 
WNT3a F288 R452 60 2 40 Plazenta 
WNT4 F423 R543 60 2 40 Nebenniere 
WNT5a F366 R525 60 2,5 40 Prostata 
WNT5b F420 R573 60 2 40 Prostata 
WNT6 F435 R592 60 1,5 40 Plazenta 
WNT7a F491 R638 60 2 40 Testis 
WNT7b F602 R745 60 2,5 40 Plazenta 
WNT8a F289 R429 60 1,5 40 Nebenniere 
WNT9a F261 R401 60 1,75 40 Plazenta 
WNT9b F327 R485 60 2 40 Plazenta 
WNT10a F793 R938 60 2 40 Prostata 
WNT11 F314 R477 60 2 40 Nebenniere 
WNT16 F518 R670 60 2 40 Gehirn 
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Tabelle 4.1 zeigt für sämtliche etablierten WNT-Gene die Angaben zur Primersequenz 
und die Etablierungsparameter Annealing-Temperatur in Grad Celsius, die eingesetzte 
MgCl2 Menge in µl und die Anzahl PCR-Zyklen. Außerdem wird aufgezeigt bei 
welchem Gewebe die stärkste Expression detektiert wurde.  
Abb. 4-6 zeigt die Gel-Banden für die genannten WNT-PCR-Produkte aus den 
jeweiligen Geweben. Hierbei zeigt sich, dass die WNT-Liganden in vielen 
verschiedenen Gewebetypen exprimiert sind, wobei die einzelnen Mitglieder der WNT-
Genfamilie sich jeweils nur in bestimmten Gewebetypen nachweisen lassen (Daten 
nicht gezeigt). Vor allem im plazentaren Gewebe sind insgesamt sieben der 
untersuchten 17 WNT-Gene exprimiert. Weitere Gewebetypen mit starker WNT-
Expression sind Prostata, Nebenniere und Gehirn. 
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Abbildung 4-6 Darstellung der Gel-Banden der einzelnen etablierten WNTs auf Geweben mit 
starker Expression 
 
 
4.2.2 Expressionsanalyse der WNT-Gene in normalem Brustgewebe 
Die Mitglieder der WNT-Familie könnten als Liganden im WNT-Signalweg eine 
wichtige Rolle in der Entstehung maligner Brustdrüsentumore haben. So wurden bei 
malignen Brustdrüsentumoren der Maus Zusammenhänge mit einer Überexpression von 
WNT1 nachgewiesen (Tsukamoto et al., 1988). Um einen ersten Eindruck der 
Expression der WNT-Gene in normalem Brustdrüsengewebe beim Menschen zu 
erhalten, wurde zunächst die Expression der WNT-Gene, bei denen die Etablierung 
gelungen war, mittels RT-PCR in kommerziell erhältlicher cDNA aus 
Brustdrüsennormalgewebe (Firma Clontech) untersucht. Hierbei sollten die WNTs 
ermittelt werden, die im Normalgewebe der Brust eine deutliche Expression zeigen, 
unter der Hypothese, dass diese durch Deregulation an der Tumorgenese beteiligt sein 
könnten. 
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In Abb. 4-7 sind die einzelnen Banden als Expressionsmarker der einzelnen Mitglieder 
der WNT-Familie in normalem Brustdrüsengewebe dargestellt. Die Analysen wurden 
mit den vorher ermittelten Etablierungsparametern für die einzelnen Primerpaare 
durchgeführt. 
Es zeigte sich, dass die WNT-Gene im normalen Brustdrüsengewebe breit exprimiert 
werden. WNT16 ließ sich als einziges nicht nachweisen. Besonders starke Banden als 
Hinweis auf eine höhere Expression zeigten sich für WNT4, WNT5a, WNT6 und 
WNT11. 
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Abbildung 4-7 RT-PCR Analyse der Expression der Mitglieder der WNT-Familie in normalem 
Brustdrüsengewebe 
 
 
4.2.3 Expressionsanalyse der WNT-Gene in einem Tumor-Normalgewebe-
Kollektiv  
Wie gezeigt, werden nahezu alle untersuchten Mitglieder der WNT-Familie, mit 
Ausnahme von WNT16, auf mRNA-Ebene in der normalen Brust exprimiert. Um eine 
mögliche tumorbedingte Deregulation aufzudecken, wurden die Expression von allen, 
im Brustnormalgewebe exprimierten WNT-Molekülen auf einem kleinen Patienten-
Kollektiv aus Normal- und Tumorgeweben mittels RT-PCR analysiert. Die 
verwendeten Gewebe wurden manuell mikrodisseziert und der Epithel-Anteil im 
Tumorgewebe wurde auf ungefähr 60% festgelegt, um ein möglichst vergleichbares 
Ergebnis zu erzielen. Vorher wurde eine Beladungskontrolle mittels GAPDH als House-
Keeping-Gen durchgeführt, um eine möglichst gleiche Konzentration von cDNA in den 
verwendeten Proben zu ermöglichen.  
Abb. 4-8 zeigt, dass mehrere WNT-Gene auf mRNA-Ebene im Tumorgewebe im 
Vergleich zum Kontrollnormalgewebe stärker exprimiert sind. Vor allem WNT2, 
WNT4, WNT5a, WNT7b, WNT9a und WNT11 zeigen eine Überexpression im 
malignen Gewebe im Vergleich zum Kontrollkollektiv. WNT3, WNT3a, WNT6 und 
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WNT10a lassen sich im hier untersuchten Kollektiv nicht oder nur sehr schwach 
nachweisen. Außerdem zeigt sich eine sehr unterschiedliche Expression der einzelnen 
WNT-Gene in den einzelnen Patientenproben. So ist WNT9a als einziges in allen 
Normal- und in vier von fünf Tumorgeweben exprimiert. Andere WNTs sind nur in 
einzelnen Patientenproben nachweisbar.  
 
 
Abbildung 4-8: Expressionsanalyse der WNTs auf einem Patienten-Kollektiv von fünf Normal- und 
fünf Tumorgeweben: es zeigt sich, dass WNT2, WNT4, WNT5a, WNT7b, WNT9a und WNT11 im 
Tumorgewebe hoch reguliert sind 
 
Im weiteren Verlauf wurde versucht mittels Real-Time-RT-PCR eine quantitative 
Expressionsanalyse durchzuführen. Leider gelang es nicht die vorhandenen Primer für 
die einzelnen WNT-Liganden auf dem vorhandenen, in Paraffin eingebetteten 
Gewebeproben für die Real-Time-RT-PCR zu etablieren.  
 
 
4.3 Semiquantitative Analyse der WNT-Expression in 
Ovarialkarzinomen  
 
Aus noch nicht veröffentlichen Array-Expressions-Analysen unserer Arbeitsgruppe 
ergab sich der Hinweis, dass einzelne WNT-Moleküle in Ovarialkarzinomen 
differenziell exprimiert sein könnten. Daher wurde die mRNA-Expression von WNT2b 
und WNT7a auf einem Kollektiv aus sechs Normal- und 18 Tumorgeweben mittels 
Real-Time-RT-PCR untersucht. Bei den Tumorgeweben wurde zwischen primären 
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Ovarialtumoren, Lymphknoten-Metastasen, Peritoneal-Metastasen und Rezidivtumoren 
unterschieden, um eine eventuelle Rolle bei der Metastasierung aufzeigen zu können. 
 
4.3.1 Abregulation von WNT2b in Ovarialkarzinomen 
Abbildung 4-9 zeigt die Expression von WNT2b auf mRNA-Ebene in sechs 
Ovarialnormalgeweben, in Grün dargestellt, und 18 Tumorgeweben, in Rot dargestellt. 
Als Referenzgen diente GAPDH. Der mediane Expressionslevel der Normalgewebe 
wurde gleich 1 gesetzt. 
Im Vergleich zwischen dem Median des Normalgewebes „Mean N“ = 1,0 und dem 
Median des Tumorgewebes „Mean T“ = 0,038 zeigt sich eine 26-fache Herabregulation 
der WNT2b-Expression im Tumorgewebe.  
Weiterhin zeigt sich, dass die Expressionslevel der primären Tumoren (Mittelwert: 
„MW T Ser“ = 0,210) höher sind als die Expressionlevel in den Lymphknoten-
Metastasen (Mittelwert: „MW MLK“ = 0,064). Diese wiederum weisen höhere WNT2b-
Expressionlevel auf als die Peritonealmetastasen (Mittelwert: „MW MPT“ = 0,056) und 
höhere Expressionlevel als die Rezidivtumore (Mittelwert: „MW RPT“ = 0,029). In der 
statistischen Auswertung war dieser Trend bei den untersuchten Subgruppen mit je vier 
beziehungsweise fünf Proben nicht signifikant (Statistik nicht gezeigt). 
 
 
 
Abbildung 4-9: Analyse der WNT2b Expression in einem 6N-18T-Kollektiv zeigt eine deutliche 
Herabregulation von WNT2b im Ovarialkarzinom 
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Im gesamten Tumorgewebe im Vergleich zu den untersuchten Normalgeweben zeigt 
sich in der statistischen Auswertung mit dem Mann-Whitney-U-Test eine signifikante 
Herabregulation der WNT2b-Expression auf mRNA-Ebene (p = 0,0024), graphisch 
dargestellt in Abbildung 4-10. 
 
 
Abbildung 4-10: Box Plot zum Gruppenvergleich der WNT2b-mRNA-Expression zwischen 
Ovarnormal- und Ovartumorgeweben  
horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum, Box: 25% bis 75% Quartile, 
zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test 
 
 
4.3.2 Kein differentieller Methylierungsstatus von WNT2b im untersuchten 
Ovar-Normalgewebe/Tumorgewebe-Kollektiv 
 
Um die molekularen Mechanismen für den Expressionsverlust von WNT2b im Rahmen 
der Kanzerogenese im Ovar zu entschlüsseln, wurde der Promoterbereich des WNT2b-
Gen auf differentielle Methylierungsmuster untersucht. Diese Möglichkeit der 
epigenetischen Modifikation hat sich seit einigen Jahren neben der klassischen Mutation 
der DNA-Sequenz als ein Hauptmechanismus im Rahmen der Inaktivierung von Genen 
herausgestellt (Jones et al., 2008). 
Hierfür wurden methylierungs-spezifische Primer ausgewählt, die einen Bereich der 
CpG-Insel im Promoterbereich von WNT2b abdecken. Der menschliche WNT2b-Gen-
Promoterbereich enthält nach den stringenten Kriterien von Takai und Jones (2002) eine 
CpG-Insel die sich stromaufwärts, zwischen der Position - 635 und + 90, relativ zum 
Transkriptionsstart (+1) befindet, dargestellt in Abbildung 4-11. 
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Abbildung 4-11: Schematische Darstellung der Promoterregion von WNT2b mit der CpG-Insel 
(blau dargestellt), in Schwarz der Bereich, der mittels MSP untersucht wurde 
 
 
Das erhaltene Primerset für den WNT2b-Promoterbereich wurde in der MSP 
(methylierungs-spezifischen PCR) etabliert.  
Im Folgenden wurde die Methylierung der WNT2b-Promoterregion an drei 
Ovarialkarzinomzelllinien HEY; OV-4 und SKOV-3 mittels MSP nach Bisulfit-
Konversion genomischer DNA untersucht. In getrennten Reaktionen (U = Verwendung 
von Primern für unmethylierte DNA, M = Verwendung von Primern für methylierte 
DNA) wurde der Methylierungszustand qualitativ bestimmt.  
 
Dargestellt in Abbildung 4-12 sind die Ergebnisse der methylierungs-spezifischen PCR. 
Hierbei zeigte sich, dass bei allen drei untersuchten Zelllinien methylierte WNT2b 
Allele vorliegen, erkennbar an den Banden in der Reaktion mit den Primern spezifisch 
für methylierte DNA (M). Bei der Zelllinie HEY war nur methylierte DNA im 
untersuchten Promoterfragment nachweisbar, während OV-4 und SKOV-3 methylierte 
sowie unmethylierte DNA im untersuchten Promoterfragment zeigten. 
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Abbildung 4-12:  WNT2b-Promoter Methylierungsanalyse von verschiedenen 
Ovarialkarzinomzelllinien 
 
In einem weiteren Versuch wurde die Promotermethylierung von WNT2b in einem 
Ovarkollektiv aus sechs Normalgeweben und acht Tumorgeweben mittels MSP nach 
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Bisulfit-Konversion genomischer DNA untersucht. Abbildung 4-13 zeigt die Ergebnisse 
der durchgeführten MSP nach Auftragung auf ein Agarosegel. Hierbei war bei allen 
untersuchten Normal- und Tumorgeweben ein Methylierungssignal in der untersuchten 
Promoterregion von WNT2b nachweisbar. 
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Abbildung 4-13: Methylierungsanalyse des WNT2b-Promoters eines Kollektivs von sechs 
Ovarnormalgeweben und acht Ovartumoren 
 
 
Insgesamt zeigte sich bei allen mitgeführten kommerziell erhältlichen Kontrollen der 
Firma Qiagen ein U-Signal in der M-Kontrolle. Diese unspezifische Amplifikation der 
U-spezifischen Primer kann in Zusammenschau mit den erwarteten Ergebnissen in 
diesem Bezug vernachlässigt werden, da es bei den durchgeführten Untersuchungen nur 
darauf ankam, ob ein M-Signal vorliegt, sprich ob die untersuchte Promoterregion des 
WNT2b-Gens methyliert vorliegt.  
 
 
4.3.3 Aufregulation von WNT7a in Ovarialkarzinomen 
Im Gegensatz zu WNT2b ist WNT7a im Ovarialkarzinom deutlich aufreguliert im 
Vergleich zum Ovarnormalgewebe. Abbildung 4-14 zeigt die Expression der mRNA 
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von WNT7a in sechs Ovarnormalgeweben, in Grün dargestellt, und 18 Tumorgeweben, 
in Rot dargestellt. Normiert wurde mit GAPDH. Der mediane Expressionslevel der 
Normalgewebe wurde gleich 1 gesetzt. 
 
 
Abbildung 4-14: Analyse der WNT7a Expression in einem 6N-18T-Kollektiv zeigt eine 
Heraufregulation von WNT7a auf RNA-Ebene im Tumorgewebe im Vergleich zum 
Ovarnormalgewebe 
 
Im Vergleich zwischen dem Median des Normalgewebes (Mean N = 1,0) und dem 
Median des Tumorgewebes (Mean T = 11,592) zeigt sich eine 11-fache 
Heraufregulation der WNT7a Expression im Tumorgewebe auf mRNA-Ebene.  
Untersucht man die einzelnen Subklassen der Tumoren weiter, zeigt sich, dass die 
Expressionslevel der primären Ovarialtumore (Mittelwert: MW T Ser = 39,420) höher 
sind als die Expressionslevel der Lymphknotenmetastasen (Mittelwert: MW MLK = 
15,316), die ungefähr gleich hoch sind wie die WNT7a Expression der Peritoneal-
Metastasen (Mittelwert: MW MPT = 15,703) und die Expression der Rezidivtumore 
(Mittelwert: MW RPT = 17,158). 
 
 
In der statistischen Auswertung mit dem Mann-Whitney-U-Test zeigte sich eine 
signifikante Aufregulation der WNT7a-Expression auf mRNA-Ebene im Tumor im 
Vergleich zu den untersuchten Normalgeweben (p = 0,025), graphisch dargestellt in 
Abbildung 4-15. 
Ergebnisse 
49 
 
 
 
Abbildung 4-15: Box Plot zum Gruppenvergleich der WNT7a-mRNA-Expression  zwischen 
Ovarnormal- und Ovartumorgeweben  
horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum, Box: 25% bis 75% Quartile, 
zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test 
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5. Diskussion 
Für verschiedene Krebsentitäten wurden bereits eine Beteiligung an der Tumorgenese 
für verschiedene Mitgliedern des WNT-Signalweges, wie β-Catenin, APC und Axin1 
nachgewiesen (Burgess et al., 2011, Fatima et al., 2011). Beim Mammakarzinom konnte 
bisher gezeigt werden, dass in über 60% der Karzinome β-Catenin stabilisiert ist, im 
Zellkern akkumuliert und dies zu einer Aktivierung von Cyclin D1, als Zielgen des 
WNT-Signalweges, führt (Lin et al., 2000). Dies impliziert, dass der Signalweg aktiviert 
ist, erklärt aber noch nicht wie es zu dieser Aktivierung kommt. Für einen direkten 
Antagonisten auf Rezeptor-Ebene, das SFRP1-Molekül, wurde ein Verlust in 70% der 
Mammakarzinome im Vergleich zu Brustnormalgewebe gezeigt (Klopocki et al., 2004). 
Die Secreted-Frizzled-Related-Proteins (SFRPs) werden als direkte WNT-Antagonisten 
beschrieben, die als sezernierte Rezeptoren die WNT-Moleküle über eine CRD-Domäne 
binden, ohne zu einer Aktivierung des Signalweges zu führen (Rattner et al., 1997; 
Finch et al.,1997, Bafico et al., 1999). Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass eine aberrante 
Methylierung des WNT-Antagonisten SFRP1 beim Mammakarzinom zu einem Verlust 
der Expression führt und mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Veeck et al., 
2006). Dies zeigt, dass eine Deregulation des WNT-Signalweges schon auf Rezeptor-
Liganden-Ebene stattfindet.  
Bislang gibt es in der Literatur keine systematische Analyse aller WNT-Liganden und 
Frizzled-Rezeptoren im Brustkrebs. Lediglich einzelne Moleküle wurden bislang mit 
uneinheitlichen Methoden auf verschieden, kleinen Kollektiven untersucht. Daher 
wurde in der hier vorliegenden Arbeit die Expression der im Brustnormalgewebe 
exprimierten Frizzled-Rezeptoren auf einem Kollektiv von Brustnormal- und 
Brusttumorgewebe systematisch untersucht. Weiterhin wurde die Expression der 
WNT-Liganden in malignen Brusttumoren und in Ovarialkarzinomen untersucht. 
 
5.1 Semiquantitative Analyse der Frizzled-Expression mittels Real-
Time-RT-PCR in Mammakarzinomen  
Insgesamt sind beim Menschen zehn Frizzled-Rezeptoren bekannt, die als 
7-Transmembran-Moleküle, als Rezeptoren des WNT-Signalweges beschrieben werden 
(Nusse, The WNT Homepage, http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt). 
Alle Frizzled-Rezeptoren zeigen eine extrazelluläre Cystein-reiche Domäne (CRD), die 
als Bindungsstelle der WNT-Moleküle gilt (Bahanot et al., 1996). 
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Dabei ist die Interaktion zwischen den Frizzled-Rezeptoren und den WNT-Liganden 
bislang nicht vollständig geklärt. So beschreiben Rawadi und Mitarbeiter, dass eine 
Überexpression von murinem Frizzeld1 eine Repression des WNT/ß-Catenin 
kanonischen Signalweges induziert (Roman-Roman et al., 2004).  
Wie schon zuvor beschrieben, sind die SFRPs, als direkten WNT-Antagonisten, in 70% 
der Mammakarzinomen im Vergleich zu Brustnormalgewebe runterreguliert (Klopocki 
et al., 2004). Dies impliziert, dass beim Brustkrebs eine Deregulation des WNT-
Signalweges bereits schon auf der Rezeptor-Liganden-Ebene eine Rolle spielt. 
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob eine differentielle Expression 
der Frizzled-Rezeptoren im Mammakarzinom im Vergleich zu Brustnormalgewebe 
vorliegt. Insgesamt gibt es in der Literatur bislang nur wenige Veröffentlichungen über 
die Frizzled-Rezeptoren im Mammakarzinom. Milovanovic et al. zeigten mittels eines 
polyklonalen Antikörpers gegen FZD1 und FZD2 in immunhistochemischen 
Untersuchungen an normalen Brustdrüsengewebe und invasiv duktalen Karzinomen, 
dass im Normalgewebe eine geringe Expression nachweisbar war, die in 80% der 
untersuchten invasiv duktalen Karzinomen weiter herabreguliert war (Milovanovic et al, 
2004). 
Als ersten Schritt wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression der 
Frizzled-Rezeptoren im Brustnormalgewebe auf mRNA-Ebene mittels Real-Time-RT-
PCR in einer kommerziell erhältlichen cDNA der Firma Clontech untersucht. Hier 
zeigten FZD1, FZD4, FZD6 und FZD10 eine starke Expression auf mRNA-Ebene, 
während die restlichen Frizzled-Rezeptoren im Vergleich zur Referenz GAPDH nur 
eine geringe Expression zeigten. Im weiteren Verlauf standen die vier Frizzled-
Moleküle im Fokus der Analyse, die im Normalgewebe eine starke mRNA-Expression 
zeigten, unter der Annahme, dass diese bei der Entstehung von Brustkrebs durch 
Deregulation eine Rolle spielen könnten.  
Die vier auf mRNA-Ebene stark exprimierten Frizzled-Gene (FZD1, FZD4, FZD6 und 
FZD10) wurden dann auf einem Kollektiv von 16 Normalgeweben und 25 
Tumorgeweben weiter untersucht. Hierbei zeigte sich auf mRNA-Ebene bei allen vier 
untersuchten Frizzled-Rezeptoren keine differentielle Expression, weder zwischen den 
Normal- und Tumorgeweben, noch zwischen den Tumoren mit und ohne 
Lymphknotenmetastasen.  
Weitere Untersuchungen auf Protein-Ebene sind für die Zukunft für ein genaues 
Verständnis notwendig, insbesondere in Zusammenschau mit der Tatsache, dass die 
SFRPs als direkte Antagonisten stark differentiell exprimiert sind. Weiterhin bestehen 
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gerade auf Rezeptorebene viele weitere Möglichkeiten der Regulation nach der mRNA-
Ebene. So sind die Frizzled-Rezeptoren als 7-Transmembran-Rezeptoren nur aktiv, 
wenn sie sich an der Zellmembran befinden und die benötigten Co-Faktoren zur 
Verfügung stehen (Tamai et al., 2000). Der Zelle stehen nach der Transkription 
verschiedene weitere Möglichkeiten zu Verfügung die Aktivität von Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche zu regulieren. Beispiele hierfür sind die Rezeptorabscheidung, bei der 
Rezeptoren vorübergehend in das Zellinnere gebracht werden oder der Rezeptor-Abbau, 
bei dem die Rezeptoren nach Internalisierung in Lysosomen abgebaut werden (Alberts 
et al., 2011).  
Dies könnte auch für die Frizzled-Rezeptoren ein wichtiger Regulationsmechanismus 
sein. Daher sind für die Zukunft weiterführende Untersuchungen auf Protein-Ebene 
interessant, um die eventuelle Beteiligung der Frizzled-Rezeptoren an der Pathogenese 
des Mammakarzinoms besser verstehen zu können.  
 
5.2 Semi quantitative Analyse der WNT-Expression mittels RT-
PCR in Mammakarzinomen  
Nachdem im ersten Schritt die Expression der Frizzled-Gene, als Rezeptoren des 
WNT-Signalweges im Brustkrebs genauer untersucht wurde, wurde im zweiten Schritt 
eine systematische Analyse der WNT-Liganden-Expression auf mRNA-Ebene 
durchgeführt. Obwohl schon seit 20 Jahren bekannt ist, dass eine Überexpression von 
WNT1 bei der Maus zu einer malignen Entartung der Brust führen kann, gibt es bisher 
in der Literatur noch keine umfassende, systematische Expressions-Analyse aller WNT-
Liganden im Mammakarzinom. Bislang wurden immer nur einzelne Moleküle mit 
unterschiedlichen Methoden auf kleinen Kollektiven untersucht. 
Es gelang zunächst für 17 der 19 bisher entdeckten WNT-Gene ein Primerpaar zu 
generieren und für die RT-PCR zu etablieren. Dafür wurden Gewebeproben ausgewählt, 
in denen die einzelnen WNTs laut Literatur stark exprimiert sind (Nusse, The WNT 
Homepage, http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt). Nur die erhaltenen 
Primerpaare für WNT8b und WNT10b ließen sich trotz mehrfacher neuer Primersuche 
aufgrund technischer Probleme nicht etablieren.  
Im Rahmen der Untersuchung der WNT-mRNA-Expression im normalen Brustgewebe 
ließen sich in der kommerziell erhältlichen Brustgewebe-cDNA der Firma Clontech bis 
auf WNT16 alle untersuchten WNTs auf mRNA-Ebene nachweisen. Besonders starke 
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Banden ergaben sich für den WNT4-, WNT5a-, WNT6- und WNT11-mRNA-
Nachweis. 
Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den Ergebnissen von Milovanovic et al., die 
ihrerseits die WNT1-, WNT2-, WNT4-, WNT5a-, WNT6-, WNT7a-, WNT7b- und 
WNT10b-mRNA-Expression mittels in-situ-Hybridisierung im Brustnormalgewebe 
untersuchten und dabei feststellten, dass WNT1, WNT6 und WNT7b auf mRNA-Ebene 
stark exprimiert werden, hingegen WNT2 nur eine schwache mRNA-Expression im 
Normalgewebe zeigte und WNT7a in ihren Untersuchungen als einziges WNT-Gen 
nicht exprimiert war (Milovanovic et al., 2004).  
Da die Autoren keine Angabe über die Herkunft ihrer Normalgewebe machen, könnte 
die Abweichung bei WNT7a in der Art des untersuchten Gewebes liegen. So könnten 
sich bei Untersuchung von nur Brustdrüsenepithelien andere Werte ergeben als wenn 
das Stroma mit untersucht wird. So liegen von Seiten der Firma Clontech keine 
Angaben über die genaue Zusammensetzung der kommerziell erhältlichen, von uns 
untersuchten cDNA vor. Ähnliche Ergebnisse erzielten auch Huguet et al. Sie 
beschrieben mittels RNase Protection Assay in einem kleinen Kollektiv von acht 
Brustnormalgeweben eine Expression von WNT2, WNT3, WNT4 und WNT7b, 
während WNT3a und WNT7a nicht nachweisbar waren. Auch hier findet sich keine 
genaue Beschreibung des verwendeten Mamma-Normalgewebes (Huguet et al., 1994). 
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die einzelnen WNT-Gene während der 
Adoleszenz, Schwangerschaft und Laktation ein unterschiedliches Expressionsmuster 
zeigten, was dafür spricht, dass sie eine Rolle bei der Regulation von Wachstum und 
Differenzierung der Brustdrüse spielen (Gavin BJ et al., 1990, Weber-Hall et al., 1994). 
Somit könnten unterschiedliche Expressionslevel der einzelnen WNTs auf 
unterschiedliche Stadien der Brustentwicklung der untersuchten Gewebe 
zurückzuführen sein. Gleichzeitig ist bekannt, dass Gene die regulatorische Funktionen 
in der Zelle ausüben, oft auch bei der Tumorgenese eine Rolle spielen (Roessner et al., 
2008).  
In einem zweiten Schritt wurden daher die WNTs, die im Normalgewebe eine 
Expression zeigten auf einem kleinen Kollektiv von fünf Normalgeweben und fünf 
Tumorgeweben in ihrer Expression mittels RT-PCR weiter untersucht, unter der 
Annahme, dass die Gene, die im Normalgewebe eine Rolle bei der Gewebshomöostase 
spielen, vielleicht eine Dysregulation im Tumor zeigen würden. 
Hierbei zeigte sich vor allem bei WNT2, WNT4, WNT5a, WNT7b, WNT9a und 
WNT11 eine Überexpression im malignen Gewebe im Vergleich zum Normalgewebe.  
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WNT3, WNT3a, WNT6 und WNT10a lassen sich im hier untersuchten Kollektiv nicht 
oder nur sehr schwach nachweisen. Außerdem zeigt sich eine sehr variable Expression 
der einzelnen WNTs in den einzelnen Patientenproben. So ist WNT9a als einziges in 
allen Normalgeweben und vier von fünf Tumorgeweben exprimiert. Andere WNTs sind 
nur in einzelnen Patientenproben nachweisbar.  
Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Huguet, die zeigten, 
dass auf RNA-Ebene WNT2, WNT3, WNT4 und WNT7b in Brustnormalgewebe 
exprimiert sind, und für WNT7b eine Aufregulation in 10% der Tumore beschrieben. 
(Huguet et al., 1994). Dazu entgegengesetzt beschreibt die Arbeitsgruppe um 
Milovanovic mittels in-situ-Hybridisation auf RNA Ebene eine höhere Expression von 
WNT7b in normalem Brustepithel als im Tumorgewebe (Milanovic et al., 2004). Diese 
unterschiedlichen Ergebnisse könnten darin begründet liegen, dass WNT7b nur in 
einzelnen Mammakarzinomen aufreguliert ist und die Probenanzahl bei den hier 
durchgeführten Untersuchungen zu klein war um differenzierte Ergebnisse zu erhalten. 
So zeigt sich auch in den Ergebnissen dieser Arbeit eine deutliche Variabilität der 
Expressionsmuster zwischen den einzelnen Patientenproben. 
Kirikoshi und Arbeitsgruppe untersuchten die WNT14 mRNA-Expression, auch 
WNT9a genannt, in verschiedenen Tumoren und Normalgeweben. Dabei war WNT9a 
in einem von neun primären Brustkarzinomen signifikant aufreguliert und ließ sich in 
einer Vielzahl der untersuchten Brustnormalgewebe und Mammakarzinome nachweisen 
(Kirikoshi et al., 2001). Dies wird durch die erhobenen Ergebnisse im Rahmen dieser 
Arbeit bestätigt, da eine WNT9a Expression in allen untersuchten Normalgeweben und 
in vier von fünf Tumorgeweben nachweisen wurde.  
Auch für WNT2 wurden in der Literatur bereits differentielle Expressionsmuster 
beschrieben. So zeigten Dale et al. mittels in-situ-Hybridisation in fünf von elf 
infiltrativen Brustkarzinomen eine hohe Expression, sowohl in den Tumorzellen wie 
auch im angrenzenden Stroma und nur in einem von zehn normalen Brustgeweben eine 
Expression in den Epithelien und im angrenzenden Stroma (Dale et al., 1996).  
Zusammenfassend zeigen die verschiedenen WNT-Moleküle ein stark variables 
Expressionsmuster im Brustgewebe von verschiedenen Patientinnen. Das könnte zum 
einen daran liegen, dass die bislang untersuchten Kollektive nicht groß genug sind um 
eine differenzierte Aussage treffen zu können. Zum anderen daran, dass es noch keine 
genauen Untersuchungen darüber gibt, welche Zelltypen der Brust welche WNT-
Moleküle exprimieren damit dann genauere, detaillierte Untersuchungen an 
mikrodissezierten Geweben erfolgen können. So beschreiben Huguet et al. eine erhöhte 
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WNT2-Expression in Fibroadenomen im Vergleich zum Normalgewebe und eine 
WNT2-Expression in den Fibroblasten der normalen Brust (Huguet et al., 1994) 
während Dale et al. eine WNT2-Expression sowohl im Stroma wie auch in den 
Tumorzellen von malignen Brusttumoren beschreiben (Dale et al., 1996). 
In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuchen ließ sich in einem kleinen 
Kollektiv für mehrere WNT-Moleküle eine Aufregulation im Tumorgewebe im 
Vergleich zu den untersuchten Normlageweben nachweisen. Abschließend wäre es 
daher für die Zukunft wünschenswert eine weiterführende, systematische Analyse der 
WNT-Moleküle an einem großen Kollektiv aus mikrodissezierten Brustnormal- und 
Brusttumorgeweben durchzuführen und genau zu analysieren welche Zelltypen welche 
WNT-Moleküle exprimieren und ob sich dieses Expressionsmuster im Rahmen der 
Tumorprogression ändert. 
 
5.3 Semiquantitative Analyse der WNT-Expression mittels Real-
Time-RT-PCR in Ovarialkarzinomen  
Aus noch nicht veröffentlichen Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe ergab sich die 
Vermutung, dass einzelne WNTs in Ovarialkarzinomen im Vergleich zum 
Normalgewebe differenziell exprimiert sind. Vor allem für WNT2b und WNT7a zeigte 
sich hier eine differentielle Expression.  
In der Literatur gibt es bislang nur wenige Veröffentlichungen, die sich mit der WNT-
Expression im Eierstockkrebs beschäftigen. Für die Entwicklung der Ovarien in der 
Embryogenese konnte WNT4 in der Maus als wichtiger Faktor identifiziert werden. Bei 
Verlust von WNT4 kommt es zu einer Missentwicklung des Müller’schen Ganges und 
zu einer Fortführung der Entwicklung des Wolff’schen Ganges und somit zu einer 
Maskulinisierung der weiblichen Maus (Vainio et al., 1999). Die Arbeitsgruppe um 
Jääskeläinen zeigte 2010, dass WNT4 in menschlichen Eierstöcken sowohl auf mRNA-
Ebene wie auch als Protein bei der fetalen Entwicklung und in verschiedenen Stadien 
der Follikelentwicklung exprimiert ist (Jääskeläinen et al., 2010). 
Somit scheint der WNT-Signalweg eine wichtige Rolle in der Entwicklung und der 
Funktion der Ovarien zu spielen und könnte daher auch eine Rolle in der Tumorgenese 
haben. So beschrieb Badiglian et al., dass Patientinnen mit einer immunhistochemisch 
nachgewiesenen Expression von WNT5a im Tumor ein verkürztes Überleben aufwiesen 
(Badiglian et al., 2009). 
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In den durchgeführten Untersuchungen zeigte sich, dass die beiden untersuchten WNT-
Mitglieder WNT2b und WNT7a in normalem Ovargewebe exprimiert sind. Im 
Folgenden werden die beiden WNT-Moleküle getrennt diskutiert. 
5.3.1 WNT2b-Expression im Ovarialkarzinom 
Im Vergleich zum Ovarnormalgewebe zeigte sich für WNT2b eine signifikante 
(p=0,0024) Herabregulation auf RNA-Ebene im Ovarialkarzinomgewebe im Vergleich 
zum untersuchten Ovarnormalgewebe. Weiterhin zeigte sich ein nicht signifikanter 
Trend, dass die Expression beim Vergleich der primären Tumore zu den 
Lymphknotenmetastasen, den Peritonealmetastase und den Rezidivtumoren weiter 
abnimmt.  
Allerdings weist WNT2b auch im hier untersuchten Normalgewebe eine große 
Variabilität der Expressionsstärke auf. Dabei zeigt sich aber, dass die Expression in den 
beiden untersuchten Proben, die als Zystadenomen klassifiziert wurden (Ov1217 und 
Ov1263), deutlich geringer ist als in den restlichen Normalgeweben.  
Bei den untersuchten Proben handelt es sich um Laser-mikrodissezierte Proben, so dass 
in allen Proben ein vergleichbarer Epithelanteil vorliegt. Insgesamt legen diese 
Ergebnisse die Schlussfolgerung nahe, dass eine WNT2b Herunterregulation eine frühe 
Modifikation in der Kanzerogenese ist.  Nachdem eine Herabregulation von WNT2b auf 
RNA-Ebene gezeigt werden konnte, sollte der molekulare Mechanismus für dieses 
tumorassoziierte gene-silencing identifiziert werden. Ein möglicher Mechanismus die 
Herabregulation von WNT2b zu erklären, wäre eine Methylierung der Promotersequenz 
des WNT2b-Genes und eine dadurch verringerte Transkription. In dem Bereich bis 
1000 Basenpaare aufwärts des ersten kodierenden Exons von WNT2b lässt sich ein 
CpG-reicher Sequenzabschnitt nachweisen (CpG-Insel). Eine CpG-Methylierung in 
diesem für die Transkription potenziell regulatorisch wichtigen Bereich könnte zu einer 
Repression der WNT2b-Expression führen. 
Nicht veröffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die WNT2b 
Expression von Zelllinien nach einer in-vitro Demethylierung deutlich ansteigt. Dies 
lässt vermuten, dass die WNT2b-Expression tatsächlich über Methylierung reguliert 
wird. 
In dem untersuchten Kollektiv zeigten alle untersuchten Normalgewebe und 
Tumorgewebe eine Methylierung im untersuchten Bereich. Dies widerspricht der 
Erwartungshaltung, dass die Transkription des Genes über Methylierung 
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herunterreguliert wird, denn in diesem Fall wäre eine Methylierung im Tumorgewebe 
und ein unmethylierter Status im Normalgewebe zu erwarten.  
Dies könnte darin begründet sein, dass nicht der Bereich des Promoters untersucht 
wurde, der für die Regulation der Transkription entscheidend ist. Eine weitere 
Erklärungsmöglichkeit besteht darin, dass es sich bei den untersuchten Normalgewebe 
nach anatomisch-histologischen Kriterien nicht um eindeutige Ovarnormalgewebe 
handelte, sondern auch gutartige, zystische Läsionen des Ovars mit untersucht wurden. 
Bei den durchgeführten Untersuchungen auf mRNA-Ebene zeigte sich schon eine 
Herunterregulation in benignen Tumoren, daher könnte auch in begingen Tumoren eine 
Methylierung der untersuchten Sequenz vorliegen und dies zu dem oben geschilderten 
Ergebnis geführt haben. Für die Zukunft sollten weitere Untersuchungen durchgeführt 
werden, um diese Hypothese zu belegen. Weiterhin waren die hier untersuchten Proben 
nicht mikrodisseziert. In den Untersuchungen auf RNA-Ebene an mikrodissezierten 
Gewebeproben mit vergleichbarem, hohem Epithelanteil waren Einflüsse durch 
umgebendes Stroma nahezu ausgeschlossen. Es könnte sein, dass die untersuchte Gen-
Sequenz in Zellen im umgebenden ovariellen Stroma immer methyliert vorliegt. 
Dadurch, dass die untersuchten Proben in dem Kollektiv, das auf Methylierung 
untersucht wurde nicht mikrodisseziert waren, könnte die hier gemessene Methylierung 
durch umgebende Stromazellen hervorgerufen sein und nicht durch die Epithelien, die 
aber die entscheidenden Zellen bei der Entartung sind. Außerdem kann eine komplexe 
Regulation durch alternative Promotoren nicht ausgeschlossen werden.  
Zusammenfassend führen die Ergebnisse der Arbeit in Zusammenschau mit den oben 
beschriebenen in-vitro Demethylierungsversuchen an Zelllinien zu der Hypothese, dass 
eine Herunterregulation von WNT2b ein früher Schritt in der Tumorgenese des serösen 
Ovarialkarzinoms sein könnte und die differentielle Expression durch eine differentielle 
Methylierung hervorgerufen werden könnte. Für die Zukunft wäre es interessant 
weiterführende Analysen an einem größeren, gut klassifizierten Kollektiv aus 
Ovarnormalgeweben, gutartigen Ovartumoren und malignen Ovarialkarzinomen 
durchzuführen, um die Ergebnisse zu verifizieren. Vor allem sollte eine Analyse auf 
Protein-Ebene erfolgen, um zu überprüfen, ob auch hier eine differentielle Expression 
von WNT2b vorliegt. Bezüglich der Frage, ob die differentielle Expression auf mRNA-
Ebene durch eine differentielle Methylierung hervorgerufen wird, wäre es für die 
Zukunft sinnvoll, den Promoter-Bereich von WNT2b weiter zu analysieren um die für 
die Regulation der Transkription wichtigen Bereiche (zum Beispiel: Bindungsstellen für 
Transkriptionsfaktoren) darstellen zu können und dann diese auf differentielle 
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Methylierungsmuster hin zu untersuchen. Auch ein möglicher alternativer Promoter-
Gebrauch sollte in weiterführenden Experimenten untersucht werden.  
 
5.3.2 WNT7a-Expression im Ovarialkarzinom 
In den durchgeführten Versuchen zeigte sich eine signifikante (p= 0,025) Aufregulation 
von WNT7a in malignen Ovartumoren im Vergleich zu gutartigem Ovargewebe. Bei 
den untersuchten Proben handelte es sich um Laser-mikrodissezierte Proben, so dass in 
allen Proben ein etwa vergleichbarer Epithelanteil vorliegt.  
Dieses Ergebnis bestätigt die Ergebnisse von der Arbeitsgruppe um Zhang. Zhang et al. 
führten immunhistochemische Untersuchungen mit einem WNT7a-Antikörper an 
normalen Ovarien, gutartigen Ovartumoren und verschiedenen Subtypen von 
Ovarialkarzinomen durch. Dabei zeigten zwei von 15 Ovarnormalgeweben im normalen 
Ovarepithel und 18 von 50 benignen Ovartumoren im Bereich des Epithels eine positive 
immunhistochemische Anfärbbarkeit, entsprechend einer WNT7a-Expression auf 
Protein-Ebene. Bei den untersuchten Ovarialkarzinomen zeigten 51 von 78 Karzinomen 
eine WNT7a-Expression des Proteins im Tumor. Diese Ergebnisse ließen sich durch 
parallel durchgeführte Western-Blot-Untersuchungen mit einem spezifischen 
WNT7a-Antikörper bestätigen. 
Insgesamt beschreiben Zhang et al. immunhistochemisch eine signifikante 
WNT7a-Aufregulation im Vergleich zwischen normalem Ovarepithel, dem Epithel 
benigner ovarieller Tumore und Ovarialkarzinomen. Weiterhin zeigen die Autoren 
einen Zusammenhang von hoher WNT7a Expression zu serösen histologischem Subtyp, 
fortgeschrittenem Stadium und schlechter Differenzierung und dass die Expression von 
WNT7a ein unabhängiger Faktor für das Gesamtüberleben und das progressionsfreie 
Überleben ist (Zhan et al., 2010).  
In Zusammenschau mit diesen Ergebnissen ist zusammenfassend WNT7a in malignen 
Ovarialkarzinomen höher exprimiert, als im Epithel normaler Ovarien. Dies führt zu der 
Schlussfolgerung, dass WNT7a bei der Tumorgenese im Ovar, vor allem bei der 
Entstehung von serösen Ovarialkarzinomen, als Onkogen eine Rolle spielen könnte. 
Hier sind weiterführenden Untersuchungen über die genaue biologische Funktion von 
WNT7a unabdingbar, um die eventuelle Beteiligung an der Tumorgenese zu verstehen. 
Gleichzeitig sollten die beschriebenen Ergebnisse auf einem größeren Kollektiv mit 
Angabe über Follow-up-Daten der Patientinnen validiert werden und eine genauere 
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Quantifizierung erfolgen in welchem Subtyp von Ovarialkarzinomen WNT7a 
exprimiert ist. 
  
Zusammenfassend zeigen die Daten zu WNT7a und WNT2b im Ovar, dass die 
Regulation des WNT-Signalweges komplexer ist, als der heutige Kenntnisstand über 
den kanonischen WNT-Signalweg impliziert. Zu erwarten wäre, dass der Signalweg 
durch die Heraufregulation eines Liganden aktiviert wird. Die dargestellten Ergebnisse 
zeigen auch eine Heraufregulation von WNT7b im Rahmen der Tumorgenese des 
Ovarialkarzinoms. WNT2a zeigt hingegen eine signifikante Herabregulation. Insgesamt 
spricht das dafür, dass die Abläufe auf molekularer Eben komplexer sind als durch das 
bisherige Modell des kanonischen WNT-Signalweges erklärbar ist. In der Zukunft 
sollten weitere funktionelle Untersuchungen zum WNT-Signalweg durchgeführt werden um 
ein genaues Verständnis der Beteiligung der einzelnen WNT-Liganden des 
WNT-Signalweges im Rahmen der Tumorgenese zu erhalten.  
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6. Zusammenfassung 
Krebserkrankungen stellen in Deutschland die zweithäufigste Todesursache dar. Die 
Wahrscheinlichkeit an Krebs zu erkranken steigt dabei mit steigendem Lebensalter, so 
dass die Zahl der Menschen, die an Krebs erkranken, aufgrund des demographischen 
Wandels in den nächsten Jahrzehnten weiter zunehmen wird. Bis heute sind die genauen 
molekularen Vorgänge bei der Tumorgenese für viele Krebsentitäten nicht abschließend 
geklärt. Mit Hilfe eines genauen Verständnisses der Tumorentstehung und Progression 
könnte es in Zukunft möglich sein, weitere Biomarker zu entwickeln, die in der 
Früherkennung, der Therapie oder der Prognostik von Tumorerkrankungen eingesetzt 
werden könnten.  
Im Mausmodell zeigten Tsukamoto et al., dass es durch eine Überexpression von 
WNT1, einem Liganden des WNT-Signalweges, zu einer Entstehung von 
Mammakarzinomen kommt. Beim Menschen konnten Lin et al. eine Beteiligung des 
WNT-Signalweges bei circa 60% der Mammakarzinome über eine Stabilisation von ß-
Catenin, einem zentralen Molekül des WNT-Signalweges, nachweisen. Zu der 
Stabilisation von ß-Catenin könnte es durch eine Aktivierung des WNT-Signalweges 
über eine Bindung der WNT-Liganden an die Frizzled-Rezeptoren kommen. Für den 
WNT-Antagonisten auf Rezeptor-Ebene SFRP1 zeigte unsere Arbeitsgruppe, dass eine 
aberrante Methylierung in der Tumorgenese des Mammakarzinoms zu einem Verlust 
der Expression führt und mit einer schlechteren Prognose einhergeht.  
In der vorliegenden Arbeit wurde daher in einem ersten Schritt die Expression der 
WNT-Liganden und Frizzled-Rezeptoren in normalem Brustgewebe untersucht. In 
einem weiteren Schritt wurde die Expression der im Normalgewebe am höchsten 
exprimierten Moleküle auf einem Kollektiv aus Normal- und Tumorgeweben der Brust 
mittels RT-PCR analysiert. Dabei zeigte sich auf mRNA-Ebene für die vier 
untersuchten Frizzled-Rezeptoren (FZD1, FZD4, FZD6 und FZD10) keine differentielle 
Expression. Bei den untersuchten WNT-Liganden zeigte sich in dem untersuchten 
Kollektiv eine große Bandbreite der Expression. Vor allem bei WNT2, WNT4, WNT5a, 
WNT7b, WNT9a und WNT11 zeigte sich eine Überexpression in malignen Tumoren 
im Vergleich zum untersuchten Normalgewebe. Für die Zukunft wäre es interessant 
diese Ergebnisse auf einem größeren Kollektiv zu validieren und die differentiell 
exprimierten WNT-Moleküle im Rahmen weiterer Experiment genauer zu untersuchen. 
Da in der Literatur eine Beteiligung des WNT-Signalweges an der Organogenese des 
Eierstockes beschrieben wird und nicht veröffentlichte Ergebnisse unserer 
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Arbeitsgruppe auf eine differentielle Expression einzelner WNT-Moleküle im 
Ovarialkarzinom hinweisen, wurde die WNT2b- und die WNT7a-Expression auf 
mRNA-Ebene mittels Real-Time-RT-PCR in einem Kollektiv aus Ovarnormal- und 
Ovartumorgeweben untersucht. Dabei zeigte sich für WNT2b eine signifikante 
(p=0,0024) Herabregulation in Ovartumoren im Vergleich zum Ovarnormalgewebe. In 
einem weiteren Schritt wurde mittels MSP (methylierungs-spezifische PCR) untersucht, 
ob diese differentielle Expression durch eine Hypermethylierung der Promoterregion 
von WNT2b im Tumor begründet war. Jedoch zeigte sich in dem untersuchten 
Kollektiv eine ubiquitäre Methylierung im untersuchten Bereich des WNT2b-Promoters 
sowohl in den Normalgeweben wie auch in den Tumorgeweben. Da nicht 
veröffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe in Zelllinien einen Anstieg der 
WNT2b-Expression nach einer in-vitro Demethylierung zeigen, wäre es für die Zukunft 
interessant weitere Experimente bezüglich der Methylierung des WNT2b-Promoters auf 
besser definierten Kollektiven durchzuführen. 
Für WNT7a konnte eine signifikante (p=0,025) Aufregulation auf mRNA-Ebene 
gezeigt werden. Dies bestätigt die veröffentlichten Daten von Zhan et al., die auf 
Protein-Ebene eine Überexpression von WNT7a im Epithel von Ovartumoren im 
Vergleich zu Ovarnormalepithel nachweisen konnten. Daher wäre es interessant für die 
Zukunft die genaue biologische Funktion von WNT7a zu analysieren und die bisherigen 
Ergebnisse auf einem größeren Kollektiv zu validieren. 
Abschließend zeigen die Ergebnisse im Ovarialkarzinom, dass sich nicht alle WNT-
Liganden entsprechend dem einfachen Modell des kanonischen WNT-Signalweges 
verhalten, nach dem eine Heraufregulation der WNT-Liganden im Rahmen der 
Tumorgenese zu erwarten ist. Für WNT2b zeigte sich im Ovarialkarzinom eine 
signifikante Herabregulation auf mRNA-Ebene. Für die Zukunft wäre es sinnvoll die 
WNT2b-Expression auf Protein-Ebene weiter zu untersuchen, um die Frage klären zu 
können, ob die differentielle mRNA-Expression auch zu einer differentiellen Protein-
Expression führt. Außerdem sollten weitere funktionelle Untersuchungen zum WNT-
Signalweg durchgeführt werden um ein genaues Verständnis der Beteiligung der 
einzelnen WNT-Liganden des WNT-Signalweges im Rahmen der Tumorgenese zu 
erhalten.  
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